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Die subakute sklerosierende Panenzephalitis (SSPE), eine durch das Masernvirus (MV) 
verursachte sogenannte „ slow virus “ Infektion des zentralen Nervensystems, ist eine 
progrediente chronische Erkrankung, die unverzüglich zum Tod führt und bisher 
medikamentös nicht heilbar ist. Da die RNAi-Strategien grundsätzlich zur Inhibition von Viren 
in Säugetierzellen geeignet sind, stellt die RNAi eine Möglichkeit dar, die Infektion auf 
molekularer Ebene anzugreifen. Dafür wurden verschiedene miRNA-Expressionskassetten, 
welche gegen zwei Sequenzen im MV-Hämagglutinin-Gen und sechs Sequenzen im MV-
Nukleokapsid-Gen gerichtet sind, konstruiert und in MV infizierten Zellen eingebracht. Diese 
miRNA-Expressionskassetten wurden auf zwei verschiedenen Wegen in die Zelle 
eingebracht: Zum einem wurden sie über ein miRNA-Expressionsplasmid (pmiR), welches in 
die Zellen transfiziert wird, transient exprimiert; zum anderen wurden sie durch virale 
Vektoren (HIV, SIV und MoMLV) stabil in die Zellen transduziert. Dies ermöglicht die 
Integration der miRNA-Expressionskassette in das Genom der Zelle und dadurch die 
Expression der miRNAs für einige Wochen. 
In erster Linie zielt die Wirkung der RNA-Interferenz auf die Degradierung der spezifischen 
MV-mRNAs. Diese Degradierung konnte mit Hilfe der quantitative Reverse Transkription real 
time-PCR (qRT-PCR) nachgewiesen werden. Die transiente Expression der verschiedenen 
miRNAs gegen das MV-N-Gen bzw. MV-H-Gen führte in jedem Fall zu einer Reduktion der 
viralen genspezifischen mRNAs. Die Reduktion der MV spezifischen mRNA betrug 99,8% für 
MV-N-Gen und 91,2% für MV-H-Gen.  
Die Wirkung der RNA-Interferenz zielt am Ende auf die Reduktion der neu gebildeten 
infektiösen Viruspartikel und ihrer Verbreitung in der Zellkultur, welche die spezifische 
miRNA gegen MV-N oder MV-H exprimiert. Dieser Effekt konnte nur durch Plaque-Assay 
überprüft werden. Die Plaque-Assays, die mit den Überständen der miRNA-behandelten 
Zelllinien durchgeführt wurden, zeigten ebenfalls eine Reduktion der neu gebildeten 
infektiösen MV-Partikeln von 97,6% für die miRNA gegen das MV-H-Gen und 99,0 % für die 
miRNA gegen das MV-N-Gen.  
Die intrazelluläre Expression der miRNAs führte zu einer Hemmung der Virus-Ausbreitung in 
MV-infizierten Zellen. Die Reduktion betrug hier durch die Expression der miRNA-N10 98,8% 
und durch die Expression der miRNA-H2 80,0%. Hier zeigte sich, dass die Inhibition der 
viralen Proteinsynthese durch den RNAi-Mechanismus auch die Verbreitung der MV-
Infektion durch Zell-Zell-Fusion behindern kann. Dies zeigte sich durch die verringerte 
Bildung von Plaques bzw. Synzytien in miRNA-behandelten Zelllinien.  
Die vorliegende Arbeit zeigte, dass RNAi effektive gegen MV-Infektion in Zellkultur 
eingesetzt werden kann. Als nächster Schritt sollte daher dieser RNAi-Effekt im etablierten  
Tiermodell ausgetestet werden. 
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1. Einleitung 
 
1.1. Masernvirus 
 
Das humanpathogene Masernvirus (MV) gehört, ebenso wie die Mumps, Parainfluenzaviren 
und das Newcastle Disease Virus, zur Unterfamilie der Paramyxoviren und zum Genus der 
Morbilliviren. 
Der Erreger ist hochkontagiös und sehr pathogen. Die Masernerkrankung ist trotz eines 
verfügbaren Impfstoffs fast auf der ganzen Welt verbreitet. Sie führt in den 
Entwicklungsländern zu einer hohen Sterblichkeitsrate bei Kindern durch bakterielle 
Sekundärinfektionen (BRYCE et al. 2005). Das MV wird durch Tröpfcheninfektion von 
Mensch zu Mensch übertragen (RILEY 1979) und infiziert zunächst Zellen der Schleimhaut 
der oberen Atemwege, die als Eintrittspforten dienen. Das Virus breitet sich danach über Blut 
und Lymphflüssigkeit im gesamten Körper aus.  
 
1.1.1. Aufbau des Viruspartikels 
 
Masernviruspartikel haben eine sehr variable, pleomorphe Gestalt. Die infektiösen Partikel 
haben einen Durchmesser von 150 nm bis 250 nm und werden aus sechs Strukturproteinen 
gebildet (ARMSTRONG et al. 1982; DOWLING et al. 1986a). Das MV-Partikel weist eine 
Hüllmembran auf, die von einer Lipiddoppelschicht gebildet wird. In dieser Membranhülle 
befinden sich zwei Oberflächenproteine, welche zur Bindung und Verschmelzung von Virus 
und Zielzelle führen (WILD et al. 1991). Diese Glykoproteine, das Fusion F-protein und das 
Hämagglutination H-protein, sind als Spikes (10 bis 15 nm) in der Virushülle verankert. Das 
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F-Protein, welche die Fusion der Zellmembran vermittelt, wird im Endoplasmatischen 
Retikulum als Vorläuferprotein F0 (60 kDa) synthetisiert und glykosyliert (PLEMPER et al. 
2001). Es kommt zur proteolytischen Spaltung dieser Vorstufe im Golgi-Apparat beim 
Transport zur Zelloberfläche (BOLT und PEDERSEN 1998). Die entstehenden 
Untereinheiten F1 (40 kDa) und F2 (20 kDa) bleiben miteinander über Disulfidbrücken 
verbunden. Als Homotrimer sind F-Proteine Trimere auf der Zelloberfläche mit den als 
Homotetramer exprimierten Hämagglutinin-Proteinen (H-Proteine) assoziiert (MALVOISIN 
und WILD 1993). 
Durch das Matrix M-protein (36 kDa) wird die innere Seite der Virushülle ausgekleidet. Das 
Matrixprotein ist hydrophob (CATHOMEN et al. 1998c) und sowohl mit den in der Membran 
verankerten Glykoproteinen H und F, als auch mit dem Ribonukleoproteinkomplex (RNP-
Komplex) assoziiert (BUECHI und BACHI 1982). Daher spielt das M-Protein eine Rolle bei 
dem Kontakt des F- und H-Proteins zu dem replikationsaktiven Ribonukleinkomplex (RNP-
Komplex) und dient so der Verpackung der viralen RNA sowie dem Zusammenbau der 
Viruspartikel. Der RNP-Komplex wird durch dem Nukleokapsid N-protein, das die ebenfalls 
dazugehörige virale RNA umgibt, dem Phosphoprotein (P) und dem Large L-Protein gebildet 
(LUND et al. 1984). Das P-Protein (72 kDa) geht Interaktionen mit dem N-Protein und der 
mRNA ein, und liegt gehäuft an den transkriptionsaktiven Stellen der genomischen RNA vor. 
Es wirkt dort als Transaktivator für das L-Protein (HORIKAMI und MOYER 1995). Das L-
Protein (200 kDa), welches bei allen Paramyxoviren hoch konservatiert ist, ist der 
katalytische Teil des Polymerasekomplexes und besitzt die enzymatische Aktivität einer 
RNA-abhängigen RNA-Polymerase. Es katalysiert die Transkription der negativsträngigen 
RNA (RIMA und DUPREX 2009a) und ist zusammen mit dem P-Protein auch für das 
Capping und die Polyadenylierung der viralen Transkripte verantwortlich. Die enzymatische 
Aktivität der Polymerase hängt von der Anwesenheit der N- und P- Proteine ab. Zwei 
Nichtstrukturproteine C und V werden im Leserast des P-Gens codiert. Das C-Protein wird 
von einem alternativen Startcodon translatiert (DEVAUX und CATTANEO 2004). Dagegen 
wird das V-Protein durch RNA-Editing des P-Gens gebildet. Es kommt zu einer Insertion von 
zwei Guanosinresten, welche zu einer Verschiebung des Leserasters führt. Beide Proteine, 
C und V, haben eine Funktion als Virulenzfaktoren. Wenn eins der beiden Proteine bei einer 
Masernvirusinfektion nicht gebildet wird, sinkt sowohl die Mortalitätsrate als auch die Stärke 
der klinischen Symptome beim Infektionsverlauf stark ab. Beim Fehlen von V-Protein zeigte 
sich auch eine deutliche Reduktion der viralen Transkription und Replikation (PATTERSON 
et al. 2000). Das V-Protein hat auch einen weiteren Einfluss auf das Immunsystem, indem es 
eine Inhibition der Zytokinantwort über Wechselwirkungen mit den STAT-abhängigen 
Signalsystemen der Wirtszelle verursacht (PALOSAARI et al. 2003). 
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Abb. 1: Schematischer Aufbau des MV 
               (Quelle: Verändert nach Moss & Griffin 2006) 
 
1.1.1.1. Das Nukleokapsidprotein  
 
Jeder RNP-Komplex besteht aus Genom oder Antigenom RNA, 2649 Kopien des N-Proteins, 
da ein N-Protein jeweils sechs Nukleotide umhüllt. (die sogenannte „Rule of six“) (CALAIN 
und ROUX 1993b), ca. 264 Kopien des P-Proteins und 20–30 Kopien des L-Proteins  (LAMB 
et al. 1976; PORTNER et al. 1988) (Abb. 2). Daher ist das N-Protein die Hauptkomponente 
des RNP-Komplexes. Es besteht aus zwei Teilen (NCORE) und (NTAIL). Das N-Protein (60 kDa) 
ist das häufigste Protein, da sein Gen nahe der Leadersequenz liegt und als erstes 
abgelesen wird. Es weist eine regulatorische Funktion auf, die auf die Phosphorylierung von 
Serin- und Threoninresten zurückzuführen ist (Griffin 2001). Das Nukleocapsidprotein kann 
mit seinem aminoterminalen Teil sowohl an die genomische RNA als auch an das Antigenom 
binden und bietet dadurch Schutz vor dem enzymatischen Abbau durch zelluläre Nukleasen. 
Das N-Protein liegt auch während der mRNA-Synthese in enger Bindung an die RNA vor 
(BITKO und BARIK 2001). Im Komplex mit den P- und L- Protein ist das N-Protein an der 
Transkription des RNA-Genoms beteiligt (siehe 1.1.1.), außerdem ist das Umschalten von 
der Transkription zur Replikation von der Konzentration an N-Protein abhängig. Wenn die N-
Proteine in ausreichender Menge im Zytoplasma vorliegen, interagieren sie mit der Leader-
RNA und verhindern dadurch den Stopp der Transkription an den E-Consensusregionen 
(PLUMET et al. 2005). Weitere Wechselwirkungen des N-Proteins mit dem Matrixprotein 
dienen der korrekten Faltung und Verpackung der Nukleokapside in die Viruspartikel. Das 
carboxyterminale Ende des N-Proteins interagiert mit den P- und L- Proteinen.   
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Abb.2:  Schematischer Aufbau des RNP-Komplex 
   (Quelle: Verändert nach Measles Virus Nucleoprotein, Chapter I,  
            Jean-Marie Bourhis and Sonia Longhi ) 
 
1.1.1.2. Das Hämagglutininprotein 
 
Das H-Protein ist verantwortlich für die Adsorption von Masernviren an ihre Wirtszellen. Es 
handelt sich hierbei um ein Membranprotein des Typs II, das ein Molekulargewicht von 79 
kDa aufweist und acetyliert vorliegt (NAVARATNARAJAH et al. 2009). Es wird im 
endoplasmatischen Retikulum (ER) und im Golgi-Apparat synthetisiert und glykosyliert und 
als Dimer, verbunden über Disulfidbrücken, zur Zytoplasmamembran der Wirtszelle 
transportiert (HU et al. 1994). Das H-Protein besteht aus einem N-terminalen, 
zytoplasmatischen Teil, der Membran durchspannenden Region und dem C-terminalen, 
extrazellulären globulären Kopf. An diesem Teil befinden sich die Bindestellen für den 
zellulären Rezeptor (LEONARD et al. 2008); (MASSE et al. 2004; TAHARA et al. 2008) 
(Abb. 3). Durch die Bindung an den Rezeptor der Wirtszelle wird die Virushülle an die 
Zellmembran herangebracht. Verschiedene Masernvirusstämme können sowohl CD46 
(DORIG et al. 1993), einen Komplex bestehend aus CD 46  und Moesin (DORIG et al. 1994); 
(TER, V 1997), wie auch SLAM (signalling lymphocyte-activation molecule / CD150) als 
Rezeptor nutzen (SIDORENKO und CLARK 2003). Der MV-Stamm Edmonston ist in der 
Lage CD 46, wie auch SLAM als Rezeptor zu binden (HASHIMOTO und YANAGI 2002). Wie 
bei anderen Viren der Familie der Paramyxoviridae in dem Genus der Morbilliviren besitzt 
das H-Protein keine Neuroaminidaseaktivität, da es keine Sialinsäure binden kann 
(HASHIGUCHI et al. 2007). 
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Abb. 3: Schematischer Aufbau des H- und F-Protein 
       (Quelle: Verändert nach Measles History and Basic Biology, Chapter IV,  
        C.K. Navaratnarajah, V.H.J. Leonard, and R. Cattaneo) 
 
 
1.1.2. Virale Genomorganisation und Transkription   
 
Das Genom der Masernviren besteht aus einer unsegmentierten RNA mit einer Länge von 
15.894 Nukleotiden, diese codiert für sechs Strukturgene (BLUMBERG et al. 1988a). Sie 
kann innerhalb der Zelle nicht als mRNA fungieren, da sie in Negativstrang-Orientierung 
vorliegt (RIMA und DUPREX 2009b). Für den Impfstamm Edmonston wurde sowie für viele 
anderen MV-Viren das gesamte Genom sequenziert (RADECKE und BILLETER 1995). 
Am 3`-Terminus befindet sich die sogenannte Leadersequenz (56 nt) und das 5`-Ende bildet 
der Trailer-Bereich (40 nt). Beide Bereiche codieren nicht für Aminosäuren (BLUMBERG et 
al. 1988b). Dazwischen befinden sich die kodierenden Bereiche für die viralen Gene, welche 
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voneinander durch die intergenischen Trinukleotide getrennt sind. Die Konsensussequenzen 
regulieren die Transkription zwischen den Genomabschnitten und können sowohl zum 
Abbruch als auch zur Synthese polycistronischer Produkte führen (DOWLING et al. 1986b). 
Den einzig bekannten Initiationspunkt für die benötigte Transkription stellt die Leader-
Sequenz dar (BILLETER et al. 1984). Die sechs Gene kodieren für 8 verschiedene Proteine 
in der Reihenfolge N, P, M, F, H und L. Dabei werden vom Gen für P noch zwei weitere 
Proteine (C und V) transkribiert (BELLINI et al. 1985). In dem Trailer-Bereich befinden sich 
die cis- aktiven Initiationssignale für die Synthese neuer Genomstränge (PARKS et al. 2001) 
sowie die Signale für die RNA-Verpackung während des Virusassembly. 
 
 
 
Abb. 4: Schematischer Aufbau des Masernvirusgenoms (nach Modrow und Falke, 1997).   
 An den Enden und zwischen den Genen befinden  sich die Kontrollsequenzen E, I, S. 
 An den E-Sequenzen stoppt die Transkription, die I-Sequenzen werden überlesen 
 und die S-Sequenzen kontrollieren den erneuten Start der mRNA-Synthese.  
 
Sowohl die Replikation als auch die Transkription finden im Zytoplasma der Wirtszelle statt. 
Das RNA-Genom des MV kann aufgrund seiner negativen Polarität nicht direkt in die 
Aminosäuresequenz eines Proteins übersetzt werden. Die virale RNA-abhängige RNA 
Polymerase ist für die Transkription des MV Genoms in die mRNA-Spezies notwendig (RIMA 
und DUPREX 2009a). Sie beginnt die Transkription der mRNA an der Leadersequenz, 
stoppt an der E-Kontrollsequenz, überliest die intergenischen Bereiche und beginnt an der 
folgenden S-Sequenz erneut mit der mRNA Synthese. Dadurch  entstehen  die viralen 
mRNA-Spezies, welche am 5`-Ende gecappt und am 3`-Ende polyadenyliert werden (HALL 
und TER, V 1977). Es ist möglich, dass es beim Überlesen der intergenischen Sequenzen 
zum Abfall der Polymerase und damit zum Abbruch der Reaktion kommt. Als Folge entsteht 
ein Gradient bezüglich der mRNA-Konzentrationen (Abbildung 5). Je größer dabei die 
Entfernung vom 3´-Leader ist, desto seltener wird das Gen abgelesen und desto weniger 
mRNA wird gebildet (CATTANEO et al. 1987a; SCHNEIDER-SCHAULIES et al. 1990) 
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Abb. 5: Schematischer Aufbau des Masernvirus-mRNA Gradienten. 
   Die Pfeile symbolisieren den in der Literatur postulierten mRNA- 
    Gradienten (CATTANEO et al. 1987b). 
  
Da der einzige RNA-Polymerase Promotor vor dem N-Gen im Leader-Bereich liegt, wird die 
N-Spezifische-mRNA in der infizierten Zelle am häufigsten vorliegen. Nur bei ausreichend 
hoher Konzentration an N-Protein erfolgt der Wechsel von Transkription zu Replikation, 
dabei bindet das N-Protein auch an dem Genom. Die Terminationssequenzen werden 
hierbei überlesen und ein durchgängiges positiv-orientiertes RNA-Molekül, das Antigenom, 
entsteht. Dieses dient als Matrize für die Synthese des neuen Virusgenoms, das zusammen 
mit den parallel translatierten Strukturproteinen und einem Teil der Wirtszellmembran ein 
neues infektiöses Viruspartikel bildet (BLUMBERG et al. 1981). 
  
1.1.3. Pathogeneses 
 
Durch Tröpfcheninfektion wird das MV übertragen (RILEY 1978).  Husten und Fieber treten 
nach einer Inkubationszeit von 9-12 Tagen auf, bevor sich nach weiteren 3 Tagen das 
makulopapulöse Exanthem zeigt. Ein klares Anzeichen einer MV Infektion sind die 
Koplikschen Flecken, welche in der Mundschleimhaut auftreten. Die Verbreitung des Virus 
erfolgt über Blut und Lymphoflüssigkeiten. Die symptomatische Phase der 
Masernvirusinfektion dauert ca. 10 Tage, doch die durch die Virusinfektion induzierte 
Immunsuppression kann über mehrere Wochen anhalten (SCHNEIDER-SCHAULIES et al. 
2001). Als Komplikationen einer Immunsuppression können sowohl Sekundärinfektionen des 
Respirations- und Gastrointestinaltraktes als auch neurologische Störungen auftreten 
(SCHNEIDER-SCHAULIES und SCHNEIDER-SCHAULIES 2009). Es werden drei Formen 
der Encephalitis mit einer MV Infektion assoziiert: Die am häufigsten auftretende Form ist die 
akute para- oder postinfektiöse Enzephalitis (APME, Autoimmunencephalitis) welche 
während oder kurz nach der Exanthemphase in etwa einem Fall von 1000 
Masernerkrankungen auftritt (YOUNG und RALL 2009). Für diese Form der Enzephalitis ist 
die zunehmende perivaskuläre Entmarkung der Myelinscheiden im Gehirn als Folge von 
Autoimmunreaktionen verantwortlich. Die akute progressive infektiöse Enzephalitis (MIBE = 
measles inclusion body encephalitis) tritt nur bei immunsupprimierten Patienten ca. 3 bis 6 
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Monate nach der akuten Masernerkrankung auf. Diese Form ist unheilbar und verläuft stets 
tödlich. Pathologische Untersuchungen haben im Kern und im Zytoplasma von Neuronen 
und Gliazellen Einschlusskörperchen nachgewiesen. Die dritte Form der Encephalitis ist die 
subakute sklerosierende Panenzephalitis (SSPE). Dieses Form mit einer Häufigkeit von 
1:100000 ist eine sehr seltene neurologische Masernviruskomplikation.  Da sie eine 
persistierende Infektion des Masernvirus im Gehirn, die erst nach einer Inkubationszeit von 5 
bis 15 Jahren im ZNS auftritt, ist, zählt sie zu den Slow-Virus-Infektionen. Dabei tritt die MV 
Infektion meistens in einem sehr frühen Lebensalter von etwa zwei Jahren auf. Nach einem 
ca. 10 -15 Jahre symptomlose Zeitraum zeigt sich dann ein psychopathogenes 
Krankheitsbild, das durch intellektuelle und physiologische Dysfunktionen gekennzeichnet 
ist. Fortschreitend kommt es dann zu einem neurologisch-pathogenem Stadium mit 
motorischen und sensorischen Einschränkungen bei den Patienten. Ein hoher Antikörpertiter 
gegen das Masernvirus H- und N-Protein in Blut und Liquor ist charakteristisch für die SSPE. 
Es wird vermutet, dass sich die Infektion durch Zellfusion im ZNS ausbreitet (CATHOMEN et 
al. 1998b). Auf molekularer Ebene unterscheiden sich die beteiligten Viruspartikel von denen 
der akuten Infektion (LIEBERT et al. 1986; BACZKO et al. 1993b). Da Mutationen im 
Virusgenom im Laufe der persistenten Infektion akkumulieren, treten entscheidende 
Veränderungen innerhalb des Transkriptions- und Translationsmusters auf. Es könnten 
Modifikationen der intrazellulären Domäne von F charakterisiert werden, welche das 
Fusionspotential des Virus nahezu inhibieren (BACZKO et al. 1993a). Auch wurde in Isolaten 
von SSPE Patienten kein M-Protein nachgewiesen. Durch ein eingefügtes Stopcodon wird 
die Translation frühzeitig zum Abbruch gebracht. Das M-defiziente Virus besitzt ein hohes 
Fusionspotential, bildet aber keine oder nur wenige freie Viruspartikel. Daher nimmt man an, 
dass sich das Virus bei der ersten systemischen Infektion im Hirngewebe über Zell-
Zellkontakte ausbreiten kann (CATHOMEN et al. 1998a). Es wird vermutet, dass sich die 
Mutationen innerhalb von F erst später in der Persistenzphase manifestieren und somit eine 
weitere Verbreitung des Virus durch Fusion nicht mehr möglich ist (LIEBERT 1997). 
 
1.2. RNA Interferenz 
 
RNA Interferenz (RNAi) ist ein natürlicher zellulärer Mechanismus, der zur sequenzspezifisch 
Regulierung der eukaryotischen Genexpression führt. Die Genexpression wird entweder 
durch direkten Abbau der Messenger RNA (mRNA) oder durch Inhibition der Translation 
mittels temporäre Blockierung der mRNA verringert (CARTHEW 2006; GHILDIYAL und 
ZAMORE 2009a). Es wird davon ausgegangen, dass diese Mechanismen einen Prozess 
zum Schutz des Genoms vor Einbau mobiler genetischer Elemente wie z.B. virale 
Nukleinsäuren, Transposons oder Transgene darstellt (WATERHOUSE et al. 2001). Aber die 
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Hauptrolle der RNAi besteht vermutlich in der Regulation der Genexpression 
(MONTGOMERY und FIRE 1998; BARTEL 2004a). Über RNAi mittels miRNA werden bis zu 
30 % der humanen Gene reguliert (LEWIS et al. 2005). 
1998 wurde in einer Arbeit von Andrew Fire und Craig Mellow am Modell von Caenorhabditis 
elegans der Begriff der RNA-Interferenz (RNAi) erstmals verwendet. Diese Arbeitsgruppe 
bemerkte, dass die Injektion von dsRNA in Fadenwürmern zu einer spezifischen Schädigung 
der für die dsRNA komplementären mRNA und damit zur Inhibition der Genexpression führte 
(FIRE et al. 1998a). Frühere ähnliche Beobachtungen in Pflanzen konnten ebenfalls auf die 
RNAi zurückgeführt werden. Entgegen aller Erwartungen führte damals die Insertion einer 
zusätzlichen Genkopie in Pflanzen zu einem post-transkriptionalen Gensilencing (PTGS), 
einen Phänomen, dass zunächst als Co-Suppression bezeichnet wurde (HAMILTON und 
BAULCOMBE 1999c). Die gleichen Effekte waren in verschiedenen anderen Organismen 
wie z.B. Drosophila melanogaster nach Zuführung von dsRNA, die komplementär zur Ziel-
mRNA war, zu bemerken. Zunächst war der Einsatz von RNAi in Säugetierzellen nicht 
erfolgreich. Die Insertion der langen dsRNA führte zur Aktivierung der Proteinkinase R und 
der OligoA-Synthetase sowie zu einer Interferonantwort. Dadurch führte es zu einer 
generellen Unterdrückung der Proteinexpression und schließlich zum Zelltod (STARK et al. 
1998). Der nächste Schritt war die Entdeckung der Prozessierung der langen dsRNA in 21 
bis 22 Nukleotide lange Stücke in Pflanzen und Drosophila (HAMILTON und BAULCOMBE 
1999b). Nach dieser Entdeckung zeigte eine Versuch, dass die Verwendung dsRNA die 
kürzer als 30 bp ist, zu keiner Immunreaktion in Säugetierzellen führt, aber die gleiche 
spezifische Inhibition der Genexpression hervorgerufen werden kann (ELBASHIR et al. 
2001d). 
 
1.2.1. RNAi Mechanismus 
 
RNAi kann durch unterschiedliche RNA-Moleküle ausgelöst werden. Dazu zählen die short 
interfering RNAs (siRNAs), welche durch die Prozessierung von dsRNA in das Zytoplasma 
der Zelle entsteht, und die micro RNA (miRNA), welche genomisch codiert ist (VALENCIA-
SANCHEZ et al. 2006). Die dsRNA kann von RNA abhängigen RNA Polymerasen (z.B. bei 
Viren) oder durch das Hybridisieren von überlappenden Transkripten (z.B. von Transposons) 
oder aus short hairpin RNA (shRNA) entstehen (MEISTER und TUSCHL 2004). Ebenfalls 
möglich ist die Einführung von dsRNA durch direkte Transfektion der dsRNA oder 
modifizierter Vektoren, die im Zellkern mittels RNA Polymerase III transkribiert werden 
(GHILDIYAL und ZAMORE 2009b; JING et al. 2010). miRNA wird in der Zelle durch die RNA 
Polymerase II transkribiert. Dabei entsteht das primäre Transkript, die pri-miRNA, mit der 
Struktur einer mRNA mit einer 5‘-G-Cap-Struktur und einem Poly(A)-Schwanz (LEE et al. 
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2004c) in welcher die miRNA als Haarnadelstruktur exprimiert wird. Jede Haarnadelstruktur 
wird von bestimmten Sequenzen, die von Drosha und DGCR8 (DiGeorge syndrome critical 
region gene 8) erkannt werden, flankiert (DENLI et al. 2004; HAN et al. 2004). DGCR8 
besitzt die Eigenschaft dsRNA zu erkennen, und an Drosha zu binden. Wahrscheinlich wird 
durch DGCR8 der Komplex von Drosha zur pri-miRNA stabilisiert (YEOM et al. 2006; LEE et 
al. 2006). In der miRNA-flankierenden Region schneidet Drosha (eine RNase III) die 
Haarnadelstruktur der pri-miRNA um die pre-miRNA von ungefähr 70 nt Länge zu erzeugen 
(ZENG und CULLEN 2005). Anschließend werden die pre-miRNA sowie die shRNA über 
einen Exportin 5 vermittelten Transport in Anwesenheit von Ran-GTP über die Kernporen in 
das Zytoplasma exportiert. (YI et al. 2003; BOHNSACK et al. 2004). Die weitere 
Prozessierung der langen dsRNA, shRNA und der pre-miRNA erfolgte im Zytoplasma durch 
das Protein Dicer, welche eine katalytische RNase III Domäne und eine DNA-Bindedomäne 
besitzt. Dadurch wird die reife miRNA und siRNA von ungefähr 21 - 27 nt Länge gebildet (JI 
2008). Diese  werden mit den RNA induced silencing complex RISC inkorporiert. Die 
Phosphorylierung der 5’-Enden der RNA-Sequenzen führt zur dieser Bindung. Der RISC 
enthält überwiegend Proteine der Argonaut-Familie, welche aus den zwei Domänen PAZ und 
PIWI bestehen. Für die Bindung mit dem dsRNA Strang der miRNA oder siRNA ist die PAZ-
Domäne verantwortlich, während die PIWI-Domäne eine Endonukleaseaktivität besitzt 
(SONG et al. 2006). Der dsRNA Strang der miRNA oder siRNA wird dabei durch eine 
Helicase innerhalb des RISC ausgehend vom thermodynamisch schwächeren Ende 
entwunden und getrennt, wobei nur ein RNA-Strang, welches die thermodynamisch 
schwächere 3‘-Ende besitzt, gebunden bleibt (REYNOLDS et al. 2004b; UI-TEI und SAIGO 
2004b; TANG 2005). Durch die Hybridisierung des verbleibenden Strangs erfolgte die 
Erkennung der Ziel-mRNA, welche sich zumeist in der untranslatierten 3‘-Region der mRNA 
befindet (SIJEN et al. 2001). Die Hybridisierung führt entweder bei einer perfekte Bindung zu 
einem Degradierung der mRNA (YEKTA et al. 2004; YU et al. 2005) oder bei einer 
imperfekten Bindung zu einer Translationsinhibition oder Deadenylierung der mRNA  (ZENG 
et al. 2002; AMBROS 2004b; EULALIO et al. 2009). Wenn die Bindung vollständig ist, wird 
die mRNA vermutlich durch eine konservierte RNase H-artige Domäne in einem der 
Argonaut-Proteine degradiert (LIU et al. 2004). Falls die Bindung imperfekt ist, müssen 
mindestens die Nukleotide 2 bis 7 der seed region der miRNA an der Ziel-mRNA binden, 
damit ein Effekt induziert werden kann (MAZIERE und ENRIGHT 2007). miRNAs können die 
Genexpression auf verschiedenen Wegen beeinflussen. Sie können die mRNA Translation 
inhibieren durch die imperfekte Bindung an der Ziel-mRNA und die Deadenylierung der 
mRNA, sowie auch eine Methylierung von Promotoren im Genom induzieren (HAWKINS und 
MORRIS 2008; TAN et al. 2009).    
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Abb. 6:  Schema des RNA Interferenzmechanismus über siRNA und miRNA.  
 (Quelle: RNA Interference in Mammalian Cell Systems, Patrick J. Paddison) 
 
1.2.2. RNAi in Forschung und Klink 
 
In 2006 wurde durch die Verleihung des Nobelpreises (für Physiologie und Medizin) der 
Mechanismus der RNAi und sein Potenzial für den therapeutischen Einsatz anerkannt. In der 
Begründung heißt es: „Die RNA-Interferenz ist eine vergleichsweise einfache und universelle 
Methode, um einzelne Gene abzuschalten, indem ihre Boten-RNA über einen komplexen 
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Mechanismus mit Hilfe von doppelsträngigen kleinen RNA-Molekülen gezielt abgebaut wird. 
Sie ist in den vergangenen Jahren zu einem unverzichtbaren Werkzeug der 
Grundlagenforschung geworden und hat bereits jetzt einen unschätzbaren Beitrag zum 
Verständnis molekularer und damit auch medizinisch relevanter Zusammenhänge 
geschaffen.“  
Die RNA Interferenz ermöglicht die Funktion von Genen durch ein gezieltes Ausschalten zu 
analysieren und hat so ein großes Potential für therapeutische Anwendungen (SIOUD 2004). 
Es wurde relativ schnell nach der Entdeckung der RNAi in Säugerzellen begonnen, die RNAi 
zur Therapie gegen Krankheiten einzusetzen, da der RNAi die starke und spezifische 
Abschaltung von Genen bzw. deren Proteinen ermöglicht. Als Ziele dienen bisher Onkogene, 
Wachstumsfaktoren und Einzel-Nukleotid Polymorphismen. Doch vor allem auf dem Gebiet 
der antiviralen Therapie gegen HIV (NOVINA et al. 2002; LEE et al. 2002; JACQUE et al. 
2002; KIRCHHOFF 2008a), Influenza Virus (GE et al. 2003), West Nil Virus (KUMAR et al. 
2006b), Hepatitis Virus (SONG et al. 2003; RANDALL et al. 2003; KAPADIA et al. 2003), und 
Rotavirus (DECTOR et al. 2002) verspricht man sich in vitro große Erfolge durch die 
Inhibition der Replikation. Es wurde in verschiedene Versuchen mit Mäusen, Rhesus Affen, 
und Menschen gezeigt, dass RNAi auch gegen virale Pathogene in vivo funktioniert 
(MORRISSEY et al. 2005; LI et al. 2005a; BITKO et al. 2005b; DEVINCENZO et al. 2008; 
KIRCHHOFF 2008b; ZAMORA et al. 2010c). Applikation in vivo sind noch mit vielen offenen 
Fragen, die intensiv untersucht werden müssen, verbunden. So muss auch sichergestellt 
werden, dass die siRNA bzw. miRNA das Zielorgan erreicht und dort in genügend hoher 
Konzentration vorliegt, um das Ziel-Gen abzuschalten. Manchmal können spezifische 
siRNAs oder miRNAs auch unspezifische Effekte hervorrufen, so dass auch die Expression 
anderer Proteine beeinflusst werden, und zu unerwünschten Nebenwirkungen (sog. „Off-
Target Effect“) führen (LI et al. 2005b). Solche Fälle entstehen durch Abbau oder 
Translationshemmung von Proteinen, die ähnliche Nukleotidsequenzen wie die Ziel-Gene 
besitzen; dadurch treten die unerwünschten Effekte auf, die negativ oder toxisch sein 
können. Es ist bisher unbekannt, welche Effekte auftreten können, wenn der natürliche 
zelluläre RNA Interferenz Metabolismus von fremden siRNA bzw. miRNA beeinflusst wird.  
 
1.2.3. Expression von miRNA 
 
Um künstlich RNAi induzieren zu können, muss miRNA, die spezifisch für das Ziel-Gen ist, in 
die Zelle eingebracht werden. Dazu gibt es zwei Wege:  
1- die Transfektion von in vitro hergestellter miRNA.  
2- durch Expressionskassetten für miRNA, die entweder durch Transfektion von 
Plasmiden oder durch Infektion mit viralen Vektoren in die Zelle gelangen. 
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Die miRNA kann durch einem RNA Polymerase II Promoter (früher CMV Promoter) der 
miRNA von miRNA-Expressionskassette (miR) expremiert werden. Dieser Promoter 
ermöglicht eine hohe Expressionsrate der miRNA (BOSHART et al. 1985b; ANDERSSON et 
al. 1989a; ANDERSSON et al. 1989b; YUAN et al. 2006). Unter demselben Promoter sitzt in 
dem Plasmid auch der kodierende Bereich für das Fluoreszenzprotein EmGFP, welches 
gleichzeitig als Reportergen zusammen mit den pri-miRNA transkribiert wird. Die Erkennung 
und die Prozessierung der pri-miRNA mittels Drosha erfolgt durch 3´- und 5´-miR-
flankierende Regionen der murinen miR-155 (LAGOS-QUINTANA et al. 2002), welche 
beidseitig der kodierenden Haarnadelstruktur der miRNA sitzen. Die Expression von miRNAs 
mittels einer RNA Pol II Expressionskassette ermöglicht auch die Herstellung von 
polycistronischen pri-miRNAs (LEE et al. 2004a). 
 
 
Abb. 7:  Schema der miRNA-Expressionskassette 
 
1.3. Ziel der Arbeit 
 
Es ist bekannt, dass die subakute sklerosierende Panenzephalitis (SSPE), die einen 
schweren und tödlichen Krankheitsverlauf hat, bisher medikamentös nicht heilbar ist. Da die 
RNAi-Strategien grundsätzlich zur Inhibition von Viren in Säugetierzellen geeignet sind, stellt 
die RNAi eine Möglichkeit dar, die Infektion auf molekularer Ebene anzugreifen. Dafür 
wurden 21 - 22 nt lange miRNA-Sequenzen verwendet, um den RNAi-Effekt gegen das 
humanpathogene MV zu induzieren. Dabei wurden verschiedene miRNA-
Expressionskassetten, welche gegen 2 verschiedene Sequenzen im MV-H-Gen und sechs 
verschiedene Sequenzen im MV-N-Gen gerichtet sind, in MV infizierten Zellen (als 
Modellsystem für eine akute Masernvirusinfektion) eingebracht. Die folgende Aspekte sollten 
untersucht werden: 
- Können diese miRNAs die Translation und/oder die Replikation des Virus in Zellkultur 
beeinflussen? 
- Welche dieser miRNA Sequenzen hat das größte Potential zur 
Transkriptionshemmung? 
- Kann durch die steigende Zahl der Kopien der RNAi-Effekt erhöht werden?      
- Kann durch die Kombination von verschiedenen Zielsequenzen der RNAi-Effekt 
verstärken werden? 
Die miRNAs sollen durch zwei verschiedene Wege in die Zelle eingebracht werden: 
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- Sie werden über ein miRNA-Expressionsplasmid (pmiR), welches in die Zellen 
transfiziert wird, transient exprimiert. 
- Sie werden durch virale Vektoren (HIV, SIV und MoMLV) stabil in die Zellen stabil 
transduziert. Dies ermöglicht die Integration der miRNA-Expressionskassette in das 
Genom der Zelle und dadurch die Expression der miRNAs für längere Zeit. 
Die Auswirkungen der gebildeten miRNA in 293T-Zelllinien sollen auf verschiedenen Ebenen 
untersucht werden: 
- Die MV-Genexpression auf der mRNA-Ebene. 
- Die Entstehung neuen infektiösen MV-Partikel. 
- Die MV-Verbreitung in miRNA-behandelten Zelllinien. 
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2. Material 
 
 
2.1. Virus 
 
Art Stamm Quelle 
Masernvirus Edmonston Institut für Virologie, Universität 
Leipzig 
 
2.2. Bakterien 
 
 
Stamm Eigenschaften 
Escherichia coli XL10-Gold  Tetr D(mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 
thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac Hte [F’ proAB lacIqZDM15 Tn10 
(Tetr) Amy Camr] 
 
 
2.3. Bakterienmedien 
 
LB-Medium für Flüssigkultur:   10 g Bacto-Trypton   
       5 g Hefeextrakt    
      10 g NaCl  
       mit H2O auf 1 l auffüllen  
       autoklavieren  
 
  
LB-Festagar:     1 l  LB-Medium 
      15 g  Bacto-Agar 
       autoklavieren 
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Selektionsbedingungen:   100 µg/ml Ampicillin     
 oder 25 µg/ml Kanamycin 
      (Endkonzentrationen) 
 
 
SOC-Medium:    2 % Bacto-Trypton 
      0,5 % Hefeextrakt 
      10 mM NaCl 
      20 mM Glucose 
      2,5 mM KCl 
      10 mM MgCl2 
      10 mM MgSO4 
       auf pH 7,0 einstellen, autoklavieren 
TfB I-Puffer:     1,48 g  Kaliumacetat (≙ 30 mM) Endkonz.  
     0,05 g  RbCl (≙ 100 mM) Endkonz. 
      0,74 g  CaCl2*2H2O (≙ 25 mM) Endkonz. 
      5,0 g  MnCl2*4H2O  (≙ 50 mM) Endkonz. 
       in 300 ml H2O lösen, auf pH 5,8  
          mit Essigsäure einstellen 
      + 75 ml Glycerin (99%) 
       auf 500 ml mit H2O auffüllen,        
      sterilfiltrieren (0,2 µm Filter) 
 
Tfb II-Puffer:     0,21 g  MOPS (≙ 25 mM) Endkonz. 
      1,1 g  CaCl2*2H2O (≙ 75 mM) Endkonz. 
      0,12 g  RbCl (≙ 25 mM) Endkonz. 
       in 50 ml H2O lösen, auf pH 6,5 
          mit 1 M KOH einstellen 
      +15 ml Glycerin (99%) 
       auf 100 ml mit H2O auffüllen,   
          sterilfiltrieren (0,2 µm Filter) 
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2.4. Zelllinien 
 
Zelllinie Herkunft/ Charakteristika ATCC-Nr. 
293T 
Humane embryonale Nierenzellen, transformiert mit 
humanem Adenovirus Typ 5 (Graham et al. 1977), 
exprimieren SV-40 large T-Antigen (DuBridge et al. 1987). 
CRL-11268 
Vero 
Nierenzellen aus Cercopithecus aethiops, erstmals 1962 
isoliert (Yasumura, Kawakita 1963), permissiv für viele 
Virusstämme (MacFarlane, Sommerville 1969). 
CRL-1587 
Phoenix-GP-
Zellen 
293T-Zellen, die  die retroviralen Protein gag und pol 
exprimieren.  (Kinsella and Nolan, 1996) 
(http://www.stanford.edu/group/nolan/MTAs/mtas.html) 
- 
SH-SY5Y-
Zellen 
 
Neuronaler Subklon der humanen Neuroblastomzellinie 
SK-N-SH. Die SK-N-SH-Zellen stammen aus einem 
thorakalem, Catecholamin sezernierenden Neuroblastom, 
welches aus dem Knochenmark eines vierjährigen 
Mädchens entnommen wurde. (Biedler et al., 1973) 
CRL-2266 
 
piSH5 
SH-SY5Y-Zellen die mit dem Masernvirus-Stamm 
Edmonston persistent infiziert wurden. (Prof. Liebert; 
Institut für Virologie, Universität Leipzig) 
- 
 
2.5. Zellkultur-Medien und Zusätze 
 
Dulbecco`s MEM mit Glutamax-I (DMEM)   Gibco  
DMEM: F-12        Gibco  
Opti-MEM        Gibco 
PBS         Gibco 
Antibiotikum Puromycin (4 µg/ml Endkonzentration)  PAA 
 
Agarose-Overlay (Plaque-Assay):  1,125 g  L.M.P-Agarose 
       +  31,5 ml  H2O 
        aufkochen, auf 42 °C abkühlen 
       +  9,0 ml  5xMEM 
       +  4,5 ml  FKS 
       +  90 µl  L-Glutamin (200 mM) 
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Neutralrotlösung: 
 Stammlösung (w/v)    1 g  Neutralrot  
       +  60 ml H2O 
 
 Gebrauchslösung (v/v)    0,5 ml Stammlösung 
       +  50 ml 1xPBS 
 
 
2.6. Enzyme 
 
Enzyme       Hersteller 
 
Superscript III  (200 u/µl)     Fermentas 
Platinum taq Polymerase  (5 u/µl)  Invitrogen 
Premix (Sequenzierung)     Applied Biosystems 
Restriktionsenzyme    MBI Fermentas/ 
Restriktionsenzyme      New England Biolabs (NEB) 
pfu DNA Polymerase     Invitrogen 
CIP alkalische Phosphatase    Promega 
T4-DNA-Ligase      New England Biolabs 
Ribonuklease-Inhibitor     Fermentas 
 
Soweit nicht anders angegeben, erfolgte der Einsatz des entsprechenden Enzyms im vom 
Hersteller mitgelieferten Puffersystem. 
 
2.7. Oligonukleotide und weitere Nukleinsäuren 
 
2.7.1. Primer 
 
Primer zur Darstellung von regeneriertem miRNA-Expressions-Leervektor 
 
Primer  Sequenz 
miR-Reg1 5`-TGCTAGAGACGTGGCCACGTCTCA-3`  
miR-Reg2 5`-CCTGTGAGACGTGGCCACGTCTCT-3` 
 
Primer zur Darstellung von miRNA-Expressionsvektoren 
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Primer gegen N-MV-Gen 
 
Primer  Sequenz 
 
N4 sense 5´-TGCTG aaa gta aga tcg gcc aaa gtt GTT TTG GCC ACT GAC TGA C AAC 
TTT GG GA TCT TAC TTT-3´ 
N4 antisense 5-´CCTG aaa gta aga tc cc aaa gtt GTC AGT CAG TGG CCA AAA C AAC 
TTT GGC CGA TCT TAC TTT C-3´ 
 
N5 sense 5´-TGCTG ta taa taa tgt gtt tga ttc c GTT TTG GCC ACT GAC TGA C GGA 
ATC AA AC ATT ATT ATA-3´ 
N5 antisense 5´-CCTG ta taa taa tgt t tga ttc c GTC AGT CAG TGG CCA AAA C G GAA 
TCA AAC ACA TTA TTA TA C-3´ 
 
N6 sense 5´-TGCTG ga taa tat acc tat tag tgc c GTT TTG GCC ACT GAC TGA C GGC 
ACT AA GG TAT ATT ATC-3´ 
N6 antisense 5´-CCTG ga taa tat acc t tag tgc c GTC AGT CAG TGG CCA AAA C G GCA 
CTA ATA GGT ATA TTA TC C3-´ 
 
N7 sense 5´-TGCTG tct tag ctc cga atc agc tgc GTT TTG GCC ACT GAC TGA C GCA 
GCT GA CG GAG CTA AGA-3´ 
N7 antisense 5´-CCTG tct tag ctc cg tc agc tgc GTC AGT CAG TGG CCA AAA C GCA GCT 
GAT TCG GAG CTA AGA C-3´ 
 
N10 sense 5´-TGCTG aaa ttc atg cag tcc aag agc GTT TTG GCC ACT GAC TGA C GCT 
CTT GG TG CAT GAA TTT-3´ 
N10 antisense 5´-CCTG aaa ttc atg ca cc aag agc GTC AGT CAG TGG CCA AAA C GCT 
CTT GGA CTG CAT GAA TTT C-3´ 
 
N9 sense 5´-TGCTG tct gaa ttg agt tct cca ggt  GTT TTG GCC ACT GAC TGA C ACC 
TGG AG CT CAA TTC AGA-3´ 
N9 antisense 5´-CCTG tct gaa ttg ag ct cca ggt  GTC AGT CAG TGG CCA AAA C ACC 
TGG AGA ACT CAA TTC AGA C-3´ 
 
 
Primer gegen H-MV-Gen 
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Primer  Sequenz 
 
H2 sense 5´-TGCTG AAC CAC AGC ATG TTC AAC CCT GTT TTG GCC ACT GAC 
TGA C AGG GTT GA AT GCT GTG GTT-3´ 
H2 antisense 5´-CCTG AAC CAC AGC AT TC AAC CCT GTC AGT CAG TGG CCA AAA C 
AGGGTTGAACATGCTGTGGTT C-3´ 
 
H4 sense 5´-TGCTG AGT GAT ATG TCC ACC AGA TTC GTT TTG GCC ACT GAC 
TGA C GAA TCT GG GA CAT ATC ACT-3´ 
H4 antisense 5´-CCTG AGT GAT ATG TC CC AGA TTC GTC AGT CAG TGG CCA AAA C 
GAATCTGGTGGACATATCACT C-3´ 
 
Primer zur Klonierung von miRNA-Expressionskassette in Shuttle Plasmid 
 
CMV-XhoI-s   5’- GCTCGAGTTCGAAGTTGACATTGATTATTGAC – 3’ 
miR-TKPolyA  5´- ATCGATTTCGAAGGCCCCAATGGGGTCACGGTGGGGT-3’ 
 
Primer zur Quantifizierung von miRNA-Expression 
 
Primer  Sequenz 
 
Stemloop-IV 5´-GTCGTATCCA GTG CAG GGT CCG AGG T ATTCGCAC TGG ATA CGA 
C AAA GTA-3´ 
Exp-rev 5´- GTG CAG GGT CCG AGG T-3´    
Exp-for-IV 5´- CGCGCT AAC TTT GGC CGA T-3´ 
 
 
Taqman-Sonde zur Quantifizierung von siRNA-Expression 
 
Sonde   Sequenz 
 
TaqSEC-IV-exp (FAM) TGG ATA CGA C AAA GTA AG (MGB) 
 
 
 
Primer zur Quantifizierung von MV mRNA Expression 
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Primer  Sequenz       Zielgen 
 
MV1  5´-TTAGGGCAAGAGATGGTAAGG-3´  MV-N 
MV2  5´- GTTCTTCCGAGATTCCTGCCA-3´  MV-N 
MV-5  5’- GGA GTG GAA CTT GAA AAC TCC ATG G -3’ MV-N 
MV-6   5’- GGC TTG TCT GGG TCC AAC CGC TCT A -3’ MV-N 
MV-13  5’- GCC AAG GAA TTG TTG GAG TCA TCG -3’ MV-M 
MV-14  5’- GCT GGG TGC GGT GGT TGC TTG ATG -3’ MV-M 
MV-F1  5’- GCC AAG GAA TTG TTG GAG TCA TCG -3’ MV-F 
MV-F2  5’- GCT GGG TGC GGT GGT TGC TTG ATG -3’ MV-F 
MV-H7  5’- GAG CTC AAA CTC GCA GCC CTT TGT C -3’ MV-H  
MV-H4  5’- ATC CTT CAA TGG TGC CCA CTC GGG A -3’ MV-H 
MV-L1  5’- ACG GAT GGT TTT TTG TCC CC -3’  MV-L 
MV-L2  5’- GAG ATT GTC GTT GGA GAT TGT GG -3’ MV-L 
MV-P1  5’- GAC TCC AAT CCA GAG GCA ACA AC -3’ MV-P 
MV-P2  5’- TTC GGG TGT CCA CTC CTG TAT C -3’ MV-P 
 
 
Primer für die Kolonie-PCR 
 
Primer    Sequenz 
 
SP61    5´- GATTTAGGTGACACTATAG-3´ 
T71    5´- TAATACGACTCACTATAGGG-3´ 
miR-s    5´- GGC ATG GAC GAG CTG TAC AA-3´ 
miR-as   5´- CTC TAG ATC AAC CAC TTT GT-3´ 
CMV rev   5´- GGGTCGTTGGGCGGTCAGC-3´ 
Kol-PCR-RVH1-s  5´- GCGGGCCATTTACCGTAAGT-3´ 
Kol-PCR-RVH1-as  5´- GCGGGCCATTTACCGTAAGT-3´ 
Kol-PCR-pGJ3-s  5´- GCCACAGCCATAGCAGTAGCTGAGG-3´ 
Kol-PCR-pVigdBh-s  5´- CATGAGTGCAGAGGTGGCAG-3´ 
KolPCR-pVigdbH-as  5´- CACATCTGTGGGGGCCAAGC-3´ 
Kol-PCR-pPuro-as  5’- CCG TAA GTT ATG TAA CGG ACT CTG-3´ 
 
 
                                                 
1
 Invitrogen 
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Primer zum Nachweis des Haushaltgens β-Aktin zur Standardisierung der Gesamt-
RNA-Menge bei qRT-PCR  
 
bAc s  5`-GCCCTGAGGCACTCTTCCAG -3` 
bAc as  5`-CGGAGTACTTGCGCTCAGG -3` 
 
Primer  für die Mykoplasmen-PCR (universale Mykoplasmen-Primer; Wong-Lee et al., 
1992) 
 
MP s  5`- GGCGAATGGGTGAGTAACACG -3` 
MP as  5`- CGGATAACGCTTGCGACCTATG -3` 
 
Alle Oligonukleotide wurden von Metabion chemisch synthetisiert, außer den Taqman-
Sonden (Applied Biosystems). Das Lösen des Primers erfolgte bei RT für 10 min in H2ODEPC, 
um die Primer gegebenenfalls auch für  die reverse Transkription verwenden zu können. Die 
Konzentration der Stocklösung wird auf jeweils 100 pmol/µl und die Gebrauchslösung auf 10 
pmol/µl eingestellt. Die Lagerung erfolgt in jedem Fall bei -20 °C.  
 
 
2.7.2. Plasmide 
 
pCRII        Invitrogen 
pcDNA6.2-GW/EmGFP-miR     Invitrogen 
pcDNA6.2-GW/EmGFP-miR-neg    Invitrogen 
peMV-    Billeter, ETH Zürich 
pbAc        Institut für Virologie, Leipzig 
pSEC-scr       Institut für Virologie, Leipzig 
pSEC-IV       Institut für Virologie, Leipzig 
pHit-G        Fouchier et al, 1997 
pRVH1-Puro       Schucks et al, 2004 
pRVH1-Hygro       Schucks et al, 2004 
pRVH1-EGFP       Schucks et al, 2004  
pVig∆bH       Schnell et al, 2000 
pVgblast∆bH       Schnell et al, 2000 
pSgp∆2       Schnell et al, 2000 
pGJ3        Jármy et al, 2001 
pGJ3-eGFP       Jármy et al, 2001 
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2.7.3. Weitere Nukleinsäuren 
 
Längenstandard: 
GeneRuler™ 100bp DNA LadderPlus   Fermentas  
GeneRuler™ 1kb DNA Ladder    Fermentas 
GeneRuler™ DNA Ladder Mix    Fermentas 
 
Nucleotide: 
dNTP Set, 100 mM       Fermentas 
 
2.8. Antikörper 
 
2.8.1. Primäre Antikörper 
 
mAk F227  Maus Anti-MV-N   Institut für Virologie, Leipzig 
mAk L77   Maus Anti-MV-H   Institut für Virologie, Leipzig 
 
2.8.2. Sekundäre Antikörper 
 
AlexaFluor488 (Goat-anti-mouse)    Invitrogen 
 
2.9. Kommerzielle Reagenzsysteme 
 
NucleoSpin Miniprep Kit     Macherery & Nagel  
Maxipräparations Kit      Sigma   
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System  Promega 
TOPO-TA-Cloning Kit®Dual Promotor   Invitrogen 
 
2.10. Reagenzien 
 
Agar         Sigma 
Agarose        SeaKem, BMA 
Antibiotikum Ampicillin     Ratiopharm   
Antibiotikum Kanamycin     Ratiopharm 
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Aqua dest.       VE-AnlageAquabator-Clean 
     Applichem 
BactoTM Yeast Extract (Hefe extract)   Becton Dickinson 
BSA (Rinderserumalbumin)     Sigma 
Calciumchlorid-2-hydrat      Merck 
Chloroform       Fluka 
DTT 0,1M        Invitrogen 
DAPI        Sigma 
EDTA        Roth 
Essigsäure       Roth 
Ethanol absolut      Roth/AppliChem 
Ethidiumbromid  (Stocklösung: 5mg/ml)   Sigma 
Glycerin       Ferak 
HPLC-Wasser      Roth 
Isopropanol (2-Propanol)      J.T. Baker 
Kälberserum, fötales (FKS; hitzeinaktiviert)   Biochrom KG 
Kaliumacetat       Merck 
Kaliumchlorid       Merck 
Kaliumhydroxid      Merck 
L-Glutamin (200mM)      Gibco  
Lipofectamine 2000      Invitrogen 
L.M.P Agarose      AppliChem/Invitrogen 
Magnesiumchlorid (MgCl2) für PCR 50mM    Invitrogen 
Magnesiumsulfat      Roth 
Mangan(II)-chlorid-4-hydrat      Roth 
Methanol       Roth  
MEM-Pulver       Gibco 
MOPS        Roth 
Natriumchlorid (NaCl)     Roth 
Natriumhydroxid (NaOH)     Fluka 
Paraformaldehyd (PFA)     Roth 
PCR Puffer (10x)      Invitrogen 
Polybrene          Aldrich  
RbCl        Fluka 
SYBR-Green       Applied Biosystems 
TriFast        Peqlab  
Tris         Roth 
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Trypton / Peptone aus Casein    Roth 
Trypan Blau-Lösung (0,4%)     Sigma 
Trypsin-EDTA       Sigma/Gibco 
Xylencyanol       Fluka 
 
2.11. Puffer, Lösungen 
 
Immunfluoreszenz/FACS-Färbung 
 
1x PBS/BSA -Lösung: =  1% BSA in 1xPBS  
 
PFA-Lösung:  10 g  PFA  in 400 ml H2O  
+ einige Tropfen 0,1 M NaOH 
 lösen bei 60 °C 
+ 50 ml 10xPBS 
 auf 450 ml mit H2O auffüllen 
 mit 0,1 M HCl auf pH 7,2 einstellen 
 auf 500 ml mit H2O auffüllen 
  
Gelelektrophorese 
 
TAE-Puffer (50x) 2 M Tris    
   0,95 M Essigsäure 
   50 mM EDTA 
    auf pH 8,0 einstellen 
   
Auftragspuffer 0,25 % Xylencyanol 
   30 % Glycerin 
    in H2O 
 
DEPC-Wasser 0,1% (v/v)  DEPC 
→ Zugabe in entsprechendes Volumen VE-H20 und Autoklavieren 
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2.12. Verbrauchsmaterialien 
 
Parafilm       Pechiney Plastic Packaging 
Glaspipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml    K.J. Werner GmbH 
Zellkulturflaschen 25 cm2  CELLSTAR®    Greiner bio one 
Zellkulturflaschen 75 cm2  CELLSTAR®   Greiner bio one 
Zellkulturflaschen 182 cm2 CELLSTAR®   Greiner bio one 
Gewebe-Kulturplatten 6 bzw. 24 Kavitäten   Greiner bio one 
Neubauer-Zählkammer     Brand 
Petrischalen       Greiner bio one 
PP-Röhrchen       Greiner bio one 
1,5 ml-Reaktionsgefäße     Sarstedt 
PCR-Reaktionsgefäße (0,2 ml)    Biozym  
15 ml, 50 ml Röhrchen     Greiner bio one / VWR 
Lightcycler™ Kapillaren     Roche 
Küvette (Quarz)      Biorad 
Mikropipettenspitzen 10, 20, 100, 200, 1000 µl  Greiner bio one 
 
 
2.13. Geräte 
 
Analysewaage BP 2100S      Sartorius 
Brutschrank für Bakterien     Heraeus Instruments  
Brutschrank (5% CO2, 37°C, 95% Feuchte)   Heraeus Instrumenta 
Blockcycler [MJ Research PTC- 200]   Peltier Thermal Cycler  
Centrifuge 5417 R      Eppendorf 
Chemi-Imager       Alpha Innotech Corp. 
Elektrophoresegerät PowerPac 300    Biorad 
Elektrophoresekammer Sub-CellGT   Biorad 
FACS-Calibur TM      Becton Dickinson  
Fotokamera       Leica 
Fluoreszenzmikroskop DM IRB (invers)   Leica  
Fluoreszenzmikroskop DMRA    Leica  
Gefrierschrank -80 °C Mod. 983    Forma Scientific 
Gefrierschrank (-20 °C)     Liebherr, Comfort 
Inverses Stereomikroskop DMIL    Leica  
Kühlschrank       Liebherr, Comfort 
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Mikrowelle        Panasonic 
Magnetrührer MR3001     Heidolph Instruments 
Mikropipetten pipetman  2, 10, 20, 100, 200, 1000 µl Gilson 
Milli-Q Synthesis A10      Millipore 
Lightcycler       Roche 
Lightcycler Zentrifuge LC Carousel     Roche 
pH-Meter [pH 540 GLP MultiCal®]    WTW 
Pipetus-Akku      Hirschmann Laborgeräte 
Spektralphotometer Smart Spec 3000   Biorad 
Sequenziergerät Prism 310     ABI Prism 
Schüttler CertomatHK     Braun Biotech intern. 
Schüttler REAX 2000      Heidolph Instruments 
Sterilbox Clean Air      Clean-Air  
Thermomixer compact     Eppendorf 
Vakuumzentrifuge [Savant speed vac®SPD111V]  Savant 
Wasserbad       GFL 
Zentrifuge Rotina 46R     Hettich Zentrifugen 
Zentrifuge Universal 16     Hettich Zentrifugen 
 
 
2.14. Software 
 
Funktion Bezeichnung/Version Anbieter 
Bildbearbeitung 
 
Datenerfassung 
 
Plasmidanalyse 
Sequenzdatenanalyse 
Tabellenkalkulation 
Textverarbeitung 
Referencesbearbeitug 
Photoshop 6.0 
IrfanView 4.23 
LightCycler Software 3.5 
LightCycler Software 4.05 
VectorNTI Advance 10 
Blast suite 
Microsoft Excel 2002 
Microsoft Word 2002 
References Manager 10 
Adobe 
Irfan Skiljan 
Roche 
Roche 
2003 Invitrogen 
NCBI 
Microsoft 
Microsoft 
THOMSON REUTERS 
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3. Methoden 
 
3.1. Klonierung 
 
3.1.1. Auswahl von miRNA Sequenzen 
 
Es wurden zwei verschiedene Sequenzen gegen das Masernvirus H-Gen und sechs 
verschiedene Sequenzen gegen das N-Gen ausgewählt, da diese Sequenzen die besten 
Ergebnisse bei vorherigen Arbeiten in dem Institut für Virologie an der Uni- Leipzig ergeben 
hatten. Damals wurden die Sequenzen als siRNA in einem Vektor, der den RNA Polymerase 
III Promoter (H1) enthält, exprimiert. Die Zielsequenz der hier eingesetzten miRNA basiert 
dabei immer auf o.g. Zielsequenzen der siRNA, so dass die Bezeichnungen miteinander 
kompatibel sind, zum Beispieldie Zielsequenz H2 der siRNA entspricht der Zielsequenz H2 
der miRNA. 
3.1.2. Darstellung von einzelsträngigen pre-miRNA 
Oligonukleotiden 
  
Bei dem Entwurf von Oligonukleotiden, die die pre-miRNA kodieren, sollte eine pre-miRNA 
die folgenden Sequenzen (5' →3') enthalten (Abb: 8): 
• 5 Nukleotide (TGCTG) aus der endogenen mir-155 Sequenz (eine endogene murine 
miRNA), welche die Grundlage des miRNA Vektor System ist. Diese wurde im Labor von 
David Turner entwickelt (CHUNG et al. 2006). Sie bilden einen vier Nukleotide langen 5' 
Überhang, welcher mit dem entsprechenden 5´ Überhang im linearisierten pcDNATM6.2-
GW/± EmGFP-mir-Vektorkompatibel sind. 
• Reverse Ergänzung der 21-Nukleotid Zielsequenz (mature miRNA sequence). 
• 19 Nukleotide aus der mir-155 Sequenz, diese bilden die Loop Form.  
• Nukleotide 1-8 und 11-21 der Zielsequenz, die Nukleotide 9. und 10 sind deletiert, um einen 
kleinen Loop zu bilden, dadurch wird der RNAi-Effekt stärker. 
• 4 Nukleotide abgeleitet von der endogenen mir-155 Sequenz. Diese stellt auch den vier 
Nukleotide langen 5'Überhang, welcher kompatibel mit dem 4 Nukleotid langen Überhang in 
dem linearisierten pcDNATM6.2-GW/± EmGFP-mir-Vektor ist. 
 
 
Abb. 8: Darstellung der pre-miRNA Oligonukleotide 
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Zur Synthese der oberen Oligonukleotidsequenz wurden daher die folgenden Elemente 
hinter einander gereiht (5' → 3')(Abb. 8): 
• 5´ TGCTG. 
• Reverse Ergänzung der Ziel Sequenz (21-Nukleotide) (mature miRNA sequence). 
• GTTTTGGCCACTGACTGAC (terminal Loop) 
• Nukleotide 1-8 der Zielsequenz. 
• Nukleotide 11-21 der Zielsequenz. 
 
Zur Ableitung der komplementären Oligonukleotidsequenz aus der oberen 
Oigonukliotedseqenz wurden die folgende Schritte durch geführt: zuerst wurden die 5' 
ständigen Nukleotide TGCT der Sequenz ignoriert (die neue Sequenz beginnt mit G), dann 
wurde die Sequenz reverse komplementiert und die Nukleotide CCTG dem 5' Ende der 
Sequenz hinzufügt (Abb. 9) 
 
 
 
 
Abb. 9: Darstellung des oberen und unteren Stranges der pre-miRNA 
 
 
3.1.3. Darstellung von doppelstängigen pre-miRNA Oligonukleo-
tiden (Annealing von pre-miRNA Oligos ) 
 
Zur Herstellung der pre-miRNA mussten die pre-miRNA-Oligonukleotide in die Leerkassette 
der miRNA-Expressionsplasmide eingebracht werden. Dazu wurden zunächst die zwei 
Oligonukleotide der jeweiligen miRNA-Zielsequenzen miteinander hybridisiert, (Abb 10).  
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Abb. 10:  Darstellung von ds pre-miRNA Oligonukleotide 
 
Die Sekundärstrukturen der Oligonukleotide wurden durch Erhitzen denaturiert und durch 
schrittweises Abkühlen vollständig miteinander hybridisiert.  
 
Annealing der Oligonukleotide: 
10 µl Sense-Oligonukleotid  
10 µl Antisense-Oligonukleotid  
10 µl 10xAnn.Puffer 
70 µl DEPC H2O 
100 µl Ansatz 
 
Im Blockcycler erfolgt das schrittweise „Annealing“. Dabei wird die Lösung für 3 min auf 95 
°C erhitzt und anschließend schrittweise (je 3 min)  um jeweils 5 °C bis auf 4 °C abgekühlt.  
   
Die ds-pre-miRNA-Oligonukleotide haben bereit die passende Überhänge für die Ligation mit 
der linearisierten pcDNATM6.2-GW/± EmGFP-mir-Vektor. Jedoch mussten die 
entsprechenden Überhänge bei dem Plasmid noch durch den Verdau mit den 
Restriktionsenzym Esp3I geschaffen werden.  
 
3.1.4. Darstellung von regenerierbarem miR-Leervektor pmiR-reg 
 
Der Entwurf des Plasmides pmiR-reg wurde in einer vorigen Arbeit im Institut für Virologie 
Uni Leipzig durchgeführt. In den linerarisierten Vektor pcDNA6.2-GW/EmGFP-miR wurde ein 
Insert eingebracht. Dieses Insert enthält zwei Esp3I Schnittstellen. Die Sequenz des Inserts 
wurde dabei so gewählt, das durch den Verdau des pmiR-reg die ursprünglichen Überhänge 
des linerarisierten Vektor pcDNA6.2-GW/EmGFP-miR erneut entstehen und zum Klonieren 
der miR Sequenzen benutzt werden können. Dafür wurden die Oligonukleotide chemisch 
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synthetisiert, miteinander annealt und anschließend in den linearisierten pcDNA6.2-
GW/EmGFP-miR Vektor ligiert.  
 
3.1.5. Klonierung der pre-miRNA Oligos in der miR Vektor 
 
Der regenerierte Vektor pcDNA6.2-GW/EmGFP-miR (pmiR-reg) wurde mit Esp3I verdaut 
und die DNA aufgereinigt. Für eine erfolgreiche Ligation sollte das Verhältnis der 
Molekülzahlen von Vektor (linearisierter pmiR-reg) und Insert (pre-miRNA Oligonukleotid) 
zwischen 1:5 und 1:10 liegen. Die Molekülzahlen können nach folgender Gleichung 
berechnet werden: 
 
Konzentration [g]
x     6,023 x 10
23 [mol]
Anzahl der bp x  660 [g/mol]
Molekülzahl  =
 
 
Die Ligation erfolgt durch T4 Ligase, diese katalysiert die Phosphodiesterbindung zwischen 
den Enden von dsDNA am 5‘-Phosphat- und am 3‘-Hydroxylende (Abb. 11). Dabei kann das 
Enzym sowohl für die Ligation von glatten als auch überhängenden DNA-Enden verwendet 
werden. (ENGLER, RICHARDSON, 1982). Diese Reaktion ist ATP-abhängig. 
Ligationsansatz: 
1,0 µg 
X  µl Insert 
2,0  µl 10x T4 Ligations-Puffer 
1,0 µl T4 Ligase 
DEPC H2O ad 20 µl 
 
 
Abb. 11: Darstellung des pmiR 
 
X:das Volumen ist abhängig von 
der DNA konzentration und dem 
Verhältniss von Vektor zu Insert 
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3.1.6. Verkettung der pre-miRNA Sequenzen 
 
Die miRNA wird teilweise in Clustern in langen primären Transkripten durch dieRNA Pol II 
synthetisiert (LEE et al. 2004d). Der pmiR Vektor ermöglicht die Verkettung von mehreren 
pre-miRNA Sequenzen hintereinander in einem Vektor, dadurch können mehrere miRNAs 
mit gleicher oder unterschiedlicher Sequenz in einem Transkriptionsschritt synthetisiert 
werden (Abb. 12). 
Dafür wurden 2 µg pmiR 1 (Quelle des neuen Inserts) mit 10 Unit BamHI und 10 Unit XhoI 
bzw. 2 µg pmiR 2 (Backbone, dem das neue Insert eingefügt wird) mit XhoI und BglII 
verdaut. Die geschnittene DNA wurde in einem 2%iges Gel aufgetrennt, danach wurde das 
Insert bzw. das Backbone aus dem Gel ausgeschnitten und aufgereinigt. Die Ligation erfolgt 
durch Ligase T4. 
 
 
 
Abb.12: Prinzip der Verkettung von pre-miRNA Sequenzen 
 
 
3.1.7. Restriktionsverdau 
  
Es wurden Restriktionsenzyme verwendet, die ihre spezifische Sequenz in der dsDNA 
erkennen und schneiden. Beim Verdau der DNA mit Restriktionsenzymen können DNA-
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Fragmente mit unterschiedlichen Enden entstehen. Je nach verwendetem Restriktionsenzym 
können DNA-Fragmente mit einem 5‘-Überhang, einem 3‘-Überhang (sticky end) oder 
glatten Enden (blunt end) entstehen. Meistens wird die DNA dabei innerhalb der 
Erkennungssequenz geschnitten, manche Restriktionsenzyme schneiden aber außerhalb 
von dieser. Diese Enzyme haben den Vorteil, dass man über kompatible Überhänge ein 
DNA-Fragment über eine gerichtete Klonierung in einen Plasmidvektor einklonieren kann 
(siehe Darstellung des pmiR-reg). Der Restriktionsverdau wurde für die meisten 
Restriktionsenzyme bei 37 °C für 2 Stunden inkubier t bzw. entsprechend der Angaben des 
Herstellers, wenn das Temperaturoptimum des Restriktionsenzyms nicht bei 37 °C liegt. 
Abhängig vom verwendeten Restriktionsenzym erfolgte eine Hitzeinaktivierung entweder bei 
65 °C für 20 min oder bei 80 °C für 10 min. Wenn di e Restriktionsenzyme nicht 
hitzeinaktivierbar sind, wurde die DNA sofort nach dem Verdau mittels eines PCR 
Aufreinigungskits aufgereinigt. Pro Ansatz wurden für einen Verdau maximal 2 µg DNA 
verwendet. Zur Kontrolle eines Restriktionsverdau mit zwei Enzymen, bei denen beide 
Schnittstellen so nahe beieinander liegen, dass nach dem Restriktionsverdau bei der 
Überprüfung in der Gelelektrophorese keine Differenz erkennbar wäre zwischen einfach und 
doppelt verdauter DNA, wurden Kontrollansätze durchgeführt. Dazu wurde der gleiche 
Ansatz in parallel jeweils mit nur einem Enzym durchgeführt, aber mit  gleichen DNA-
Konzentrationen, Puffer- und Inkubationsbedingungen. Nur wenn beide Einzelverdaue 
erfolgreich waren, wurde mit dem Doppelverdau anschließend weitergearbeitet. Auch bei 
konsekutiven Restriktionsansätzen wurde jedes Restriktionsenzym einzeln in einem 
parallelen Ansatz kontrolliert.  
 
3.1.8. Aufreinigung von DNA 
 
Die Reinigung der Plasmid-DNA erfolgte mit dem „Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up 
System“ von Promega nach Herstellerprotokoll. Mit diesem Kit wurden sowohl Verdaue und 
PCR-Produkte in Lösung, als auch aus Agarosegel ausgeschnittene Banden aufgereinigt. 
Die gewünschte Bande wurde mit einem Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten. 
Dabei wurde eine möglichst kleine Menge an Agarosegel mit der DNA-Bande auf UV-
Tischlampe ausgeschnitten, und dies so schnell wie möglich um Strangbrüche der DNA zu 
vermeiden. 
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3.1.9. Gelelektrophorese 
 
Nukleinsäuren sind aufgrund der Phosphorsäurereste ihres Rückgrates negativ geladen, 
deshalb wandern sie im elektrischen Feld von der negativ geladenen Kathode Richtung 
positiv geladener Anode. Diese Eigenschaft wurde genutzt, um DNA-Fragmente innerhalb 
eines Agarosegels entsprechend ihrer Größe aufzutrennen. Die Gelmatrix behindert 
während der Bewegung im elektrischen Feld größere Fragmente deutlich stärker als kleinere 
Fragmente, die daher eine größere Laufstrecke zurücklegen können (Sambrook & Russell 
2001). Die Konzentration des Agarosegels wurde entsprechend der Größe des zu erwarteten 
DNA-Fragments gewählt. In der vorliegenden Arbeit wurden 0,7 bis 2%ige Agarosegele 
verwendet, da die zu untersuchenden DNA-Fragmente eine Größe von 150 bis 8500 bp 
hatten. Für die Herstellung eines Agarosegeles wurde die erforderliche Menge an Agarose in 
TAE-Puffer gegeben, durch Erhitzen in einer Mikrowelle gelöst und nachfolgend die Masse 
auf ca. 45 °C abgekühlt. Anschließend wurde Ethidiu mbromid mit einer Endkonzentration 
von 0,5 µg/ml zugegeben, um die DNA im Gel sichtbar zu machen. Bei Ethidiumbromid 
handelt es sich um einen Phenanthridin-Farbstoff, der in die DNA interkalieren und mittels 
UV-Licht detektiert werden kann. Nach dem Polymerisieren der Agarose wurden die Proben 
zusammen mit Auftragspuffer (1 µl pro 5 µl Probe) in die Geltaschen pipettiert und 
anschließend in TAE-Puffer bei 120 V für 35 min aufgetrennt. Die Fragmente wurden mittels 
UV-Licht(λ = 265 nm) visualisiert. Zur Größenbestimmung wurde ein DNA-Größenstandard 
verwendet. 
Falls das Ausschneiden von DNA-Banden zur Weiterverwendung der DNA erforderlich war, 
wurde die entsprechende Bande auf einer UV-Tischlampe lokalisiert und mit einem Skalpell 
aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Damit die DNA möglichst wenig beschädigt wird, 
erzeugt die Tischlampe ein UV-Licht mit höheren Wellenlängen und daher geringerer 
Energie als 260 nm. 
 
3.1.10. Klonierung der miRNA-Expressionkassette in virale 
Shuttle-Vektoren 
 
Für die Transduktion von Zielzellen mittels des retroviralen HIV-/ SIV- oder MoMLV-Systems 
war die Klonierung der miRNA-Expressionkassetten in die dazu nötigen Shuttle-Vektoren 
pGJ3-Puro / pVGBlad oder pRVH1-Puro notwendig. Dafür wurde zuerst die miRNA-
Expressionkassetten mittels pfu DNA Polymerase amplifiziert. Die verwendeten PCR-Primer 
wiesen zu beiden Seiten ssDNA-Überhänge auf, die passenden Schnittstellen enthält, 
welche kompatibel zu einer Schnittstelle der shuttle-Vektoren sind. 
PCR-Ansatz 
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Tab. 1: PCR-Programm  
 
Schritt Temperatur Zeit Zyklen 
Denaturierung 94 °C  2 min 1 
Denaturierung 
Annealing 
Elongation 
94 °C  
60 °C  
68 °C  
15 s 
30 s 
1 bis 1,5 min 
35 
Elongation 68 °C  5 min 1 
Kühlung 4 °C  ∞ 
 
 
Das PCR-Amplifikat wurde auf ein Agarosegel aufgetragen, die entsprechende Bande nach 
der Gelelektrophorese aus dem Gel geschnitten und die DNA aufgereinigt. Anschließend 
mussten die PCR-Produkte mit dem Restriktionsenzym BstBI geschnitten werden: 
 
Verdau: 
45 µl PCR-Produkt (1 µg)    
5,0 µl 10x Puffer 4  
1,0  µl BstBI 
 51  µl Ansatz 
 
Für die Isolation des ausgeschnittenen Amplifikates wurde der Ansatz auf ein Agarosegel 
aufgetragen, die Bande nach der Gelelektrophorese aus dem Gel geschnitten und die DNA 
aufgereinigt. 
Um die Klonierungen in verschiedene Shuttleplasmide zu ermöglichen, wurde auch diese 
einem Verdau mit BstBI (MoMLV / HIV-shuttle-Vektoren) oder mit ClaI (SIV-Shuttle-Vektor) 
durchgeführt. Durch den Verdau mit dem Restriktionsenzym ClaI entstehende Überhänge 
Reagenz Konzentration Menge(µl) 
Primer-S 10pmol/µl 1,5 
Primer-AS 10pmol/µl 1,5 
dNTps 10mM each 1,5 
Pfx 50 5 U/µl 1 
Buffer 10X 5 
H2O 
 
38,5 
Template 
 
1 
  
50 
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sind mit Überhängen kompatibel, die durch das Restriktionsenzym BstBI entstehen, so dass 
beide Enzyme variabel eingesetzt werden konnten. Da es sich hier um eine ungerichtete 
Ligation handelte, wurde der Vektor zusätzlich dephosphoryliert.Die Dephosphorylierung 
erfolgte mit einer alkalischen Phosphatase (CIP, calf intestine alkaline phosphatase). Dieses 
Enzym katalysiert die Abspaltung des freien 5`-Phosphates, welches bei dem Verdau 
entsteht und vermindert dadurch die Selbstligation des Vektors. 
 
Dephosphorylierung: 
5,0  µl linearisiertes Plasmid (1 µg) 
2,0  µl 10x Puffer 
0,5  µl CIP 
12,5  µl DEPC-H2O 
 20  µl Ansatz 
Der geschnittene und dephosphorylierte Vektor wurde mit Hilfe des Promega-Kits 
aufgereinigt.  
Anschließend erfolgte die Ligation des Shuttle-Vektors mit der miRNA-Expressionskassette. 
Für eine erfolgreiche Ligation sollte das Verhältnis der Molekülzahlen von Vektor- und Insert-
DNA zwischen 1:5 und 1:10 liegen. Die Molekülzahlen können nach folgender Gleichung 
berechnet werden: 
 
Ligation:  
2.0  µg Vektor     
X µl Insert      
2,0 µl 10x T4 Ligations-Puffer  
1,0 µl T4 Ligase 
DEPC H2O bis 20 µl 
 
3.1.11. Insertkontrolle mittels Restriktionsverdau 
 
Durch den Verdau der bei der Plasmid-Präparation gewonnenen DNA mit 
Restriktionsenzymen konnte die Ligation nochmals kontrolliert werden. 
Ansatz: 
1,0  µl Plasmid(ca.0,5 µg)   
2,0  µl 10x Puffer  
0,5  µl Restriktionsenzym 
16,5  µl DEPC-H2O  
20  µl Ansatz 
X: das Volumen ist 
abhängig von der 
DNA Konzentration 
und dem Verhältniss 
von Vektor zu Insert 
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Der Restriktionsverdau wurde für 2 Std bei 37 °C in kubiert (oder entsprechend der Angaben 
des Herstellers), danach erfolgte eine Hitzeinaktivierung entweder bei 65 °C oder 80 °C für 
20 min abhängig vom verwendeten Restriktionsenzym. Anschließend wurde der Ansatz 
mittels Gelelektrophorese aufgetrennt.  
Anhand der entstandenen Fragmentgrößen konnte der Erfolg der Klonierung geprüft werden.  
 
3.1.12. Insertkontrolle mittels Kolonie-PCR 
 
Die Kolonie-PCR bietet eine schnelle Möglichkeit der Kontrolle von Bakterienklonen, die 
nach einer Transformation mit einem Ligationsansatz auf den LB-Agarplatten gewachsen 
sind. In diesem Fall kann vor einer Plasmidpräparation überprüft werden, ob der Klon das 
Plasmid mit dem gewünschten Insert enthält. Dafür wurden einzelne Kolonien mit einer 
Pipettenspitze von den LB-Platten abgenommen und auf eine neue Platte ausgestrichen. 
Diese neu ausgestrichenen Kolonien wurden dann über Nacht im Brutschrank bei 37 °C 
inkubiert. Die restlichen Bakterien in Pipettenspitze wurden anschließend in den PCR-
Ansatzdurch mehrmaliges Pipettieren übertragen. Die verwendeten Kolonie-PCR-Primer 
wurden so gewählt, dass diese auf dem in der Ligation verwendetem Backbone-
Plasmidbinden verwenden konnten und zwar beidseitig der Integrationsstelle für das Insert. 
So entsteht auf jeden Fall ein PCR-Produkt (Abb. 13). Jedoch unterscheidet sich die Größe 
des PCR-Produktes. Ist das Insert im Plasmid vorhanden, ist das PCR-Produkt 
entsprechend größer, als bei einem Plasmid mit fehlendem Insert. So kann auch eine 
Aussage darüber getroffen werden, ob ein Insert nur einmal in das Plasmid eingebaut wurde 
oder evtl. mehrfach. Es wurde mit dem in Tabelle 2 dargestelltem PCR-Programm 
gearbeitet. 
 
Kolonie-PCR-Ansatz: 
0,5  µl Primer 1   
0,5  µl Primer 2  
0,5  µl dNTPs 
1,4  µl MgCl2 
2,5  µl 10 x Puffer   
0,2  µl Platinum Taq-Polymerase 
19,4  µl DEPC-H2O  
________________ 
= 25  µl Ansatz 
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Tab. 2:  Kolonie-PCR-Programm  
 
Schritt Temperatur Zeit Zyklen 
Denaturierung 95 °C  3 min 1 
Denaturierung 
Annealing 
Elongation 
95 °C  
55 °C  
72 °C  
45 s 
45 s 
1 bis 3 min 
35 
Elongation 72 °C  7 min 1 
Kühlung 4 °C  ∞ 
 
 
Wenn eine Kolonie das erfolgreich ligierte Plasmid enthält, wurde von den entsprechenden 
Bakterien, die vorher auf die neue LB-Agarplatte ausgestrichen wurden, Kulturen in 
selektivem Medium angelegt und über Nacht (bei 37 °C und 220 rpm) inkubiert. Nach einer 
Inkubation von 16 h (Übernachtkultur) konnte die Plasmidpräparation erfolgen.  
 
Tab. 3: Übersicht über die bei der Kolonie-PCR einsetzbaren Primer je nach Backbone-
Plasmid  
 
Kolonie-PCR-Primer Plasmid 
Kol-PCR-miR s 
pmiR 
Kol-PCR-miR as 
Kol-PCR-pPRVH1-Puro-s 
pRVH1-Puro 
Kol-PCR-pPuro-as 
Kol-PCR-pPuro-as 
pGJ3-Puro 
KOL-PCR-pGJ3-Puro-as 
Kol-PCR-pVGBlasd-s 
pVGBlasd 
Kol-PCR-pVGBlasd-as 
Sp6 
pGJ3-Puro 
T7 
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Abb. 13:  Schema des Kolonie-PCR 
 
3.1.13. Sequenzierung 
 
Die Sequenzierung erfolgte nach der Methode von Sanger et al (1977). Grundlage dieser 
Methode sind Didesoxynukleotide, die mit vier verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen 
markiert sind. Dabei wurde ein PCR-Ansatz mit nur einem Primer durchgeführt, so dass es 
nicht zu einer exponentiellen, sondern nur zu einer linearen Amplifikation kommt, Die im 
Unterschuss vorhandenen Didesoxynukleotide werden im Laufe der PCR zufällig in die DNA 
eingebaut und führen damit zum Abbruch der Elongation, da an dem dritten C-Atom der 
Ribose keine Hydroxylgruppe mehr vorhanden ist, so dass kein weiteres Nukleotid angefügt 
werden kann. Dadurch entstehen unterschiedlich lange DNA-Fragmente, die durch 
Kapillarelektrophorese nach der Größe aufgetrennt werden. Anhand der Anregung der vier 
verschieden Fluoreszenzfarbstoffe durch einen Laser, sowie der Auftrennung innerhalb der 
Kapillare kann die Basenabfolge bestimmt werden.  
Bei der Sequenzierung wurde mit einem Premix gearbeitet, der alle notwenigen Reagenzien, 
wie Nukleotide, Didesoxynukleotide, Puffer und Polymerase enthält. Die Menge an 
eingesetzter DNA sollte sich zwischen 200 bis 500 ng für Plasmid-DNA und 100 ng bei 
amplifizierter DNA bewegen.  
Sequenzier-PCR: 
 
2,0  µl DNA-Template   
4,0  µl BigDye Premix 
2,0  µl Primer  
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2,0  µl DEPC-H2O  
_______________ 
= 10  µl Ansatz 
 
Tab. 4: PCR-Programm zur Vervielfältigung der zu sequenzierenden Plasmid-DANN 
 
Schritt Temperatur Zeit Zyklen 
Denaturierung 95 °C  3 min 1 
Denaturierung 
Annealing 
Elongation 
95 °C  
42 °C  
60 °C  
10 s 
5 s 
2 min 
25 
Abkühlung 4 °C  ∞ 1 
 
Die DNA wurde vor der Kapillarelektrophorese mit Ethanol gefällt und damit von den 
restlichen Primern, Didesoxynukleotiden, Salzen und der Polymerase gereinigt. Hierbei ist 
vor allem das Entfernen der übrigen Didesoxynukleotide wichtig, weil diese bei der Analyse 
einen störenden Einfluss haben. 
 
Ethanolfällung 
 
Zu dem Produkt der Sequenzier-PCR (10µl) wurden 10 µl 3 M Natrium-Acetat (pH 4,6 - 4,8) 
und 80 µl HPLC-Wasser dazugegeben, und diese Mischung dann in ein Eppendorf-Gefäß 
überführt. Es wurden 250 µl Ethanol absolut hinzugefügt, auf dem Vortexer gut gemischt und 
anschließend bei 20000 x g und Raumtemperatur für 35 min zentrifugiert. Der 
Überstandwurde vorsichtig abgegossen und das Pellet mit 250 µl70 % Ethanol gewaschen. 
Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei gleichen Bedingungen für 15 min. 
Anschließend wurde der Überstand wieder abgegossen und das DNA-Pellet in einer 
Vakuumzentrifuge für ca. 10 min getrocknet. Das so getrocknete Pellet kann bei -20 °C 
gelagert werden. 
Kapillarelektrophorese 
Das DNA-Pellet wurde in 20 µl Hi-Di Formamid bei RT im Dunklen gelöst, die Sequenzierung 
mittels Kapillarelektrophorese erfolgte im Sequenziergerät ABI Prism 310. 
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3.1.14. Plasmidpräparationen 
 
Mit kommerziellen Reagenzsystemen wurde die Isolation der Plasmid-DNA aus den 
Bakterienkulturen (Escherichiacoli) durchgeführt. Das Prinzip beruht auf der von Birnboim 
und Doly (BIRNBOIM und DOLY 1979) beschriebenen alkalischen Lyse. 
Die Übernachtkultur wurde bei 4000 x g und 4 °C für  20 min zentrifugiert. Das entstandene 
Bakterienpellet wurde in Resuspensionspuffer gelöst. Es folgte die Lyse der Zellen durch 
Zugabe von NaOH und SDS-haltigem Puffer. Die Lösung wird mit Kaliumacetat neutralisiert. 
Durch das SDS fallen die genomische DNA und die Proteine als weiße, unlösliche Flocken 
aus. Diese werden durch eine Zentrifugation bei 11000 x g für 10 min pelletiert. Der klare 
Plasmidhaltige Überstand wurde auf eine Säule mit einer positiv geladenen Membran 
gegeben. Die Plasmid-DNA konnte mittels Zentrifugation für 5 min bei 11000 x g unter 
definierten pH-Bedingungen an der Membran binden, danach folgte ein Waschschritt. Dabei 
wurden Salze und lösliche zelluläre Makromoleküle entfernt. Anschließend wird das Plasmid 
dann von der Membran eluiert. Die Bestimmung des DNA-Gehaltes erfolgte spektrometrisch 
mittels Nanodrop. 
 
3.1.14.1. Plasmidpräparation – Miniformat 
 
Für die Isolation von kleinen Mengen Plasmid-DNA aus 5 ml Übernachtkultur wurde mit dem 
Minipräparationskit von Macherery & Nagel gearbeitet, das Prinzip ist oben beschrieben. 
 
3.1.14.2. Plasmidpräparation – Maxiformat 
 
Für die Isolation größerer Mengen an DNA wurde eine Übernachtkultur von 100 ml angelegt, 
aus dieser wurde die Plasmid-DNA mit dem Maxipräparationskit von Sigma isoliert. Hierbei 
erfolgt die Plasmidpräparation Endotoxinfrei, um diese DNA für Transfektion in eukaryotische 
Zellen einsetzen zu können.  
 
3.2. Kultivierung von Baktieren 
 
3.2.1. Herstellung von chemisch kompetenten Bakterien 
 
XL10Gold-Bakterien haben eine natürliche Kompetenz für die Aufnahme von intakter 
Plasmid-DNA. Diese kann durch einen kurzen Hitzeschock und speziellen Puffern verstärkt 
werden. Das Prinzip besteht darin, die Zellwand und die Membran der Bakterien zu 
permeabilisieren, damit die DNA in das Innere der Zelle gelangen kann. In der Theorie 
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verringern Rubidium- und Calciumchlorid den Abstand zwischen der negativ geladenen 
Zellwand und dem ebenfalls negativ geladenen Rückgrat der DNA und die Zugabe von Hitze 
lässt Poren in der Zellwand entstehen. Zur Herstellung der chemisch kompetenten 
Escherichia coli-Zellen XL10Gold diente ein modifiziertes Protokoll nach Hanahan 
(HANAHAN 1983).  
Es wurde eine Übernachtkultur in LB-Medium ohne Antibiotika angelegt. Die Kultivierung 
wurde bei 37 °C und 220rpm im Bakterienschüttler du rchgeführt. Am nächsten Tag (nach ca. 
16 Stunden) wurde 100 ml LB-Medium mit 1 ml Übernachtkultur angeimpft und wieder bei 37 
°C und 220 rpm geschüttelt. Die Überwachung des Wac hstums bei 37 °C fand mittels 
spektrometrischer Messung der Extinktion bei 600 nm statt. Wenn eine optische Dichte von 
0,2-0,3 erreicht war, wurde die Bakterienkultur in zwei 50 ml Falcon-Röhrchen überführt und 
bei 700 x g und 4 °C für 10 min zentrifugiert. Alle  folgenden Schritte wurden auf Eis und im 4 
°C Kühlraum durchgeführt. Nach der Entfernung des Ü berstand wurde das erhaltene Pellet 
mit insgesamt 40 ml des Tfb I-Puffers resuspendiert und bei 1370 x g und 4°C für 10 min 
zentrifugiert. Der Überstand wurde vollständig entfernt und das Bakterienpellet mit 4 ml Tfb-II 
Puffer resuspendiert und für 15 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde die 
Bakteriensuspension zu je 50 µl aliquotiert und bei -80 °C gelagert.  
 
3.2.2. Transformation von chemisch kompetenten Bakterien 
 
Mittels Transformation in chemisch kompetente XL10 Gold-Bakterien wurde die klonierte 
Plasmid-DNA vermehrt. Hierbei orientierte sich die Durchführung an dem Protokoll von 
Sambrook und Russell (Sambrook, Russell 2001). Dafür wurde 50 µl der bei -80 °C 
gelagerten Bakterien auf Eis angetaut und 4 µl der Ligationsprodukte (ca. 40 ng DNA) 
hinzugefügt und für 30 min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte ein Hitzeschock bei 42 °C für 
30 s. Dieser Hitzeschock führte zur Aufnahme der DNA. Anschließend wurden300 µl SOC-
Medium zu den Bakterien gegeben und diese für 30 min bei 37 °C und 300 rpm inkubiert. 
Diese Zeit ist sehr wichtig für den Reparatur der Zellmembran und dem Wachstum der Zellen 
sowie für die Ausbildung der Antibiotikaresistenz, die auf den Plasmiden codiert ist und mit 
deren Hilfe die Bakterienklone mit aufgenommen Plasmiden selektiert werden konnten. Für 
Selektion wurden die Ansätze sowohl auf einer LB-Agarplatte ausplattiert als auch zur 
Beimpfung einer LB-Flüssigkultur genutzt, welche das entsprechende Antibiotikum enthält.  
Die Inkubation der LB-Platten erfolgte über Nacht bei 37 °C und zeigte dann Koloniebildung. 
Bei der Inkubation einer LB-Flüssigkultur bei 37 °C  über Nacht in Schüttler zeigte sich das 
Bakterienwachstum durch eine Trübung des Mediums. 
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3.2.3. Glycerinkultur von Bakterien 
 
Zur dauerhaften Konservierung wurden die transformierten Bakterien aus den 
Übernachtkulturen in einem Verhältnis von 1:1 mit 87 % Glycerin als Kryoprotektant 
gemischt und anschließend bei -80 °C eingefroren. D as Glycerin fungiert als 
Kälteschutzmittel, indem es die Bildung von Eiskristallen verhindert, die beim Auftauen zur 
Zerstörung der Zellwände führen können. 
Wenn die Plasmide wieder benötigt wurden, konnte mit einer Pipettenspitze ein Teil der 
gefrorenen Glycerinkultur abgenommen und in 5 ml selektivem Medium (entsprechend der 
auf dem Plasmid codierten Antibiotikaresistenz) gegeben werden. Bei 37 °C und 220 rpm 
wurden die Bakterien über Nacht vermehrt.  
 
3.3. Zellkulturverfahren 
 
3.3.1. Kultivierung von eukaryoten Zellen 
 
Bei allen in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien handelte es sich um adhärente Zellen, die 
als Monolayer wuchsen. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in sterilen Zellkulturflaschen in 
verschiedenen Größen bei 37 °C, 90 % relativer Luft feuchtigkeit und 5 % CO2-Atmosphäre. 
Die Kulturmedien und Zusätze, welche für die verschiedenen Zellen verwendet wurden, sind 
der Tabelle x zu entnehmen. Den Zellkulturmedien wurden keine Antibiotika zugefügt.  
 
Tab. 5: Kulturbedingungen der verwendeten Zelllinien 
Zelllinie Medium Zusätze Splittverhältnis 
piSH5 DMEM: F-12 
15 % FKS 
1 x L-Glutamin (2mM) 1:5 
293T DMEM  10 % FKS 1:10 
Phoenix DMEM  10 % FKS 1:10 
Vero DMEM  10 % FKS 1:10 
 
Die Zellen musste je nach Wachstumsgeschwindigkeit 1-2mal in der Woche passagiert 
werden, da eine dauerhafte, vollständige Konfluenz zum Tod der Zellkultur, in jedem Fall 
aber zu veränderten Eigenschaften der Zellen führt. Hierfür wurde das Medium 
abgenommen und die Zellen zweimalmit 37 °C warmen 1 xPBS gewaschen. Dieser 
Waschschritt ist wichtig für die Beseitigung von FKS, welches mit dem Trypsin in 
Wechselwirkung treten würde. Das Enzyms Trypsin ermöglicht die Ablösung der Zellen nach 
kurzer Inkubationszeit durch seine proteolytische Eigenschaft. Im Lichtmikroskop sieht man 
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das Abkugeln und Ablösen der Zellen. Dann wurde die Trypsinwirkung durch Zugabe FKS-
haltigen Mediums gestoppt und die Zellen wurden resuspendiert. Anschließend wurden die 
Zellen in dem, in Tabelle X angegebenen Verhältnis geteilt. Ein Teil der Kultur wurde 
entnommen und für Versuche eingesetzt oder verworfen.  
 
3.3.2. Zellzahlbestimmung 
 
Mit Hilfe der Neubauer Zählkammer erfolgte die Bestimmung der Zellzahl, dafür wurden die 
Zellen gewaschen und mit Trypsin/EDTA vereinzelt und anschließend wurde die 
Enzymreaktion mit FKS-haltigem Medium gestoppt. 20 µl der Zellsuspension wurden 
entnommen und mit 20 µl Trypanblau gemischt. Trypanblau ist ein anionischer 
Diazofarbstoff, der lediglich von abgestorbenen Zellen aufgenommen werden kann. Die 
abgestorbene Zellen zeigten im Hellfeld des Mikroskops eine deutliche blaue Färbung, 
während vitale Zellen farblos erschienen. Es wurde dann die Zellsuspension in die 
Neubauer-Zählkammer mit einer Kammertiefe von 0,1 mm gegeben, und nach der 
Auszählung der 4 Großquadrate konnte die Zellzahl nach folgender Gleichung errechnet 
werden 
 
Zellzahl/ml = 
Anzahl der Zellen in 4 Großquadraten  x  104
2
 
 
Hierbei wurde die Zellzahl der 4 Großquadrate durch 4 geteilt, um die durchschnittliche 
Zellzahl eines Großquadrates (0,1 µl) herauszufinden und anschließend mit 10000 
multipliziert um die Zellzahl pro ml zu erhalten. Aufgrund der 1:1 Verdünnung der 
Zellsuspension mit Trypanblau wurde die Zellzahl statt durch 4 nur durch 2 geteilt.  
 
 
3.3.3. Einfrieren und Auftauen von Zellen 
 
Ähnlich wie die Bakterienzellen können eukaryotische Zellen in gefrorenem Zustand 
dauerhauft konserviert werden. Dafür wurden nur Zellen verwendet, die keine 
Mykoplasmenkontamination aufwiesen und sich in einer möglichst niedrigen Passage 
befanden.  
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3.3.3.1. Einfrieren von Zellen 
 
Dazu sollten sich die Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase befinden. Zuerst wurden 
die Zellen analog dem Protokoll (3.3.1.) mit Trypsin/EDTA vereinzelt, und die Zellzahl mittels 
Neubauer-Zählkammer bestimmt. Die Zahl der lebenden Zellen wurde auf 1-2x106 Zellen pro 
ml eingestellt. DMSO wurde mit Medium verdünnt und nach einigen Minuten zu den im 
Medium befindlichen Zellen gegeben, sodass eine DMSO-Endkonzentration von 10 % 
erreicht wurde. Bei einer 20-minütigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde dem DMSO 
die Möglichkeit gegeben in die Zelle einzudringen. Das DMSO wirkt als Kälteschutzmittel, 
indem es die Kristallbildung während des Einfriervorganges verhindert. Danach wurde die 
Zellsuspension in 1,8 ml Kryoröhrchen aliquotiert und in einer mit Isopropylalkohol gefüllten 
Cryobox im -80 °C Gefrierschrank langsam (mit einer  Geschwindigkeit von 1 °C pro Minute) 
tiefgefroren. Nach 24 Stunden wurden die Röhrchen in den flüssigen Stickstoff überführt, wo 
sie bei -196 °C mehrere Jahre gelagert werden könne n. Nach einigen Tagen wurde ein 
Aliquot pro Zelllinie aufgetaut um die Integrität der eingefrorenen Kultur zu überprüfen. 
 
3.3.3.2. Auftauen von Zellen 
 
Das Auftauen der Zellen erfolgte möglichst zügig bei 37 °C im Wasserbad. Danach wird die 
Zellsuspension bei 200 x g für 5 min zentrifugiert um die Zellen vom toxischen DMSO zu 
reinigen. Ausschließend wird das Pellet in frischem Kulturmedium resuspensiert, die 
Suspension in eine kleine Zellkulturflasche gegeben und unter den üblichen Bedingungen 
kultiviert 
 
3.3.4. Mykoplasmentest 
 
Mykoplasmen sind sich selbständig vermehrende Prokaryoten, welche als extrazelluläre 
Parasiten in Zellkulturen auftreten können. Aufgrund ihrer geringen Größe können sie 
Sterilfilter leicht passieren. Sie können neben Veränderungen im Stoffwechsel und 
Enzymmuster auch chromosomale Abnormalitäten bewirken (KOTANI und MCGARRITY 
1985; VAN KUPPEVELD et al. 1994) und beeinflussen zudem die Virusbildung und die 
Infektionsraten negativ (Nar-Paz et al., 1995). Mykoplasmen haben keine Zellmembran und 
sind dadurch für Substanzen, die die Zellwandsynthese inhibieren (viele herkömmliche 
Antibiotika, z.B. Penicillin und Streptomycin), nicht empfindlich (RAZIN et al. 1998). 
Deswegen werden die Zellkulturen im Abstand von 14 Tagen auf 
Mykoplasmenkontamination überprüft. 
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3.3.4.1. Nachweis durch DNA-Färbung 
 
 Hierfür wurden die Zellen dünn auf Deckgläschen in einer 24-Well-Platte ausplattiert und im 
Brutschrank über Nacht kultiviert. Am folgenden Tag wurde das Medium entfernt und die 
Zellen einmal mit 1xPBS gewaschen. Anschließend wurde500 µl kaltes Methanol und 2 µl 
Bisbenzimid-H-33258 (Endkonzentration 2 mg/l) dazugegeben. Nach einer 10-minütigen 
Inkubation im Dunkeln wurde die Lösung abgenommen und die Zellen zweimal mit je 1 ml 
Aqua dest. gewaschen und getrocknet. Danach wurde das Deckgläschen mit 
Eindeckmedium auf einen Objektträger gelegt. Die Auswertung erfolgte am 
Fluoreszenzmikroskop bei einer Anregungswellenlänge von λ = 360 nm. Bei nicht 
kontaminierten Zellen sollten nur die Zellkerne gefärbt sein, während sich bei einer 
Mykoplasmenkontamination an der Zellwand klebende kleine gefärbte kugelartige Gebilde 
zeigen, die oft auch perlenschnurartig miteinander verbunden sind. In der Abbildung 14 sind 
vergleichend die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen einer intakten und einer infizierten 
Kultur dargestellt. 
 
 
 A      B 
 
Abb. 14:  A. Hoechst 33258-Färbung von kontaminationsfreien Verozellen 
  B. Mykoplasmenkontaminierte Verozellen 
  * Markiert eine Verozelle während der Mitose in der Anaphase 
 
3.3.4.2. Nachweis durch PCR 
 
Bei leichten anfänglichen Kontaminationen oder für eine nachträgliche Überprüfung bereits 
im Versuch verwendeter Zellen wurde eine PCR mit Mykoplasmen spezifischen Primer 
durchgeführt. Die Primer erkennen die 16S rRNA von Mykoplasmen, wie auch von 
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grampositiven Bakterien, aber nicht von Gramnegativen Bakterien (Wong-Lee, Lovett, 1993; 
Elderling et al, 2004). In diesem Fall dient die cDNA als Template, die nach RNA-Isolierung 
und reverser Transkription gebildet und auch für die qRT-PCR eingesetzt wurde. Lagen noch 
intakte Zellkulturen vor, so erfolgte die Zentrifugation der trypsinisierten Zellen bei 1000 x g 
für 10 min. Eine kleine Menge des Zellpellets konnte anschließend entnommen und direkt als 
Template in die PCR eingesetzt werden 
 
PCR-Ansatz: 
0,5  µl Primer 1   
0,5  µl Primer 2  
0,5  µl dNTPs 
1,4  µl MgCl2 
2,5  µl 10 x Puffer   
0,2  µl Platinum Taq-Polymerase 
18,4  µl DEPC-H2O  
1 µl cDNA (1:10 verdünnt) 
_________________________    
= 25  µl Ansatz 
 
Es wurde mit dem in Tabelle 6 dargestelltem PCR-Programm gearbeitet.  
 
Tab. 6: PCR-Programm zur Mykoplasmenkontrolle 
 
Schritt Temperatur Zeit Zyklen 
Denaturierung 95 °C  3 min 1 
Denaturierung 
Annealing 
Elongation 
95 °C  
55 °C  
72 °C  
30 s 
30 s 
1 min 
35 
Elongation 72 °C  1 min 1 
Kühlung 4 °C  ∞ 
 
 
Dabei entstehen Produkte unterschiedlicher Größe in einem Bereich von ca. 400 bis 500 bp 
je nach vorhandenen Prokaryot (siehe Beispiele Tab. 7). 
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Tab. 7: Größe der entstehenden PCR-Produkte nach Spezies beim Nachweis durch PCR 
 mit den Primern MP-s und –as. 
 
Spezies PCR-Produkt [bp] Einteilung 
M. orale 462 
Mykoplasma 
M. hyorhinis 464 
A. laidlawii 438 
M. salivarium 466 
M. arginini 465 
M. fermentans 461 
M. hominis 463 
M. pneumoniae 470 
S. epidermidis 464 
Grampositive 
Bakterien 
B. cereus 464 
B. subtilis 464 
S. bovis 430–460 
C. sporogenes 435 
M. luteus 435 
C. pseudodiphtheriticum 435 
 
3.4. Transfektion eukaryoter Zellen 
 
Bei der Transfektion wird genetisches Material durch verschiedene Techniken in 
eukaryotische Zellen eingebracht. In dieser Arbeit wurde Lipofectamine 2000 für die 
transiente Transfektion der miRNA-Expressionsplasmide pmiR in 293T-Zellen und piSH5-
Zellen bzw. PEI (Polyethylenimin) für die Herstellung der rekombinanten Viruspartikel, die für 
die Transduktion der pre-miRNA in die Zellen benötigt wurden, verwendet. Diese 
Transfektionsreagenzien basieren auf kationischen Lipiden und interagieren mit der negativ 
geladenen DNA um DNA-Liposomen-Komplexe zu bilden. Diese Komplexe wurden zu den 
Zellen gegeben, so dass sie entweder durch Endozytose oder durch Fusion mit der 
Zellmembran aufgenommen wurden. 
 
3.4.1. Transfektion mit Lipofectamine 2000 
 
Wenn sich Lipide in wässriger Lösung befinden, formen sie Vesikel mit einer 
Lipiddoppelmembran und durch die positive Ladung der Liposomen kann sich die negativ 
geladene DNA an diese binden, dies passiert unabhängig von der Größe der DNA. Danach 
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können diese Komplexe aus Liposomen und DNA mit der Zellmembran fusionieren und die 
DNA wird in das Innere der Zelle eingetragen (HUG und SLEIGHT 1991a). 
Zuerst wurde die Transfektion mittels Lipofectamin 2000 optimiert. Das Verhältnis der DNA-
Konzentration zur eingesetzten Menge an Lipofectamin 2000 wurde in einem Rahmen von 1 
µg bis 2µg DNA zu 1 µl bis 2µl Lipofectamin 2000 variiert. Als Reporterplasmid wurde pmiR 
verwendet, da es einen kodierenden Bereich für EmGFP enthält. Die Auswertung erfolgte 48 
Stunden nach Transfektion. Die Bestimmung der Transfektionseffizienz erfolgte über die 
Fluoreszenz mittels Durchflusszytometrie (FACS). Als optimal erwies sich Verhältnis von 1,5 
µl Lipofectamine2000 zu 1 µg DNA pro 2 cm2 Wachstumsfläche der Zellen mit diesem wurde 
die weiteren Versuche durchgeführt. 
Ein Tag vor der Transfektion wurden 5x105 Zellen in ein Welleiner 24 Well-Platte bzw. 
1x106Zellen in ein Well einer 6 Well-Platte ausplattiert, sodass sich zur Transfektion ein 90 % 
konfluenter Zellrasen gebildet hatte. Je 1 µg DNA wurde in 50 µl OptiMEM gegeben. Je 1,5 
µl Lipofectamin 2000 wurde in ebenfalls 50 µl OptiMEM gegeben und anschließend für 5 min 
bei RT inkubiert. Dann wurden beide Lösungen vereinigt und für 20 min bei RT inkubiert, um 
die DNA-Liposomen-Komplexe zu bilden. Vor Zugabe dieser Komplexe mussten die zu 
transfizierende Zellen zweimal mit 1xPBS gewaschen werden, um FKS-Reste zu entfernen, 
welche mit dem Transfektionsreagenz interagieren können. Nach der Inkubationzeit wurde 
der DNA-Lipofectamin 2000-Komplex auf die Zellen gegeben und noch 400 µl OptiMEM 
zusätzlich hinzugegeben, um die Zellen vollständig mit Flüssigkeit zu bedecken. Nach 5-6 h 
wurde das Transfektionsgemisch abgenommen und durch 1 ml Medium mit FKS ersetzt. 
 
3.4.2. Kotransfektion mit PEI/ Virusproduktion 
 
PEI wurde für die Kotransfektion von Verpackungsplasmiden und dem entsprechenden 
Shuttle-Vektor, die für die Produktion von Viralen-Partikel notwendig sind, verwendet. Der 
Shuttle-Vektor enthielt zum einem die Information für die pre-miRNA sowie für die 
Puromycinresistenz. 
Mit zwei verschiedenen Zelllinien wurde in dieser Arbeit gearbeitet. Für die Herstellung von 
lentiviralen Partikeln, basierend auf HIV oder SIV, wurden 293T-Zellen verwendet und für die 
Herstellung von retroviralen Partikeln basierend auf MoMLV wurden Phoenix-Zellen, die den 
gag-pol Bereich des MoMLV stabil exprimieren, verwendet. 293T-Zellen benötigen neben 
dem Expressionsplasmid, welche für das Hüllprotein VSV-G codiert, das nicht von den 
Retroviren stammt, sondern von dem vesikulären Stomatitisvirus, ein Verpackungsplasmid , 
welches für gag und pol codiert. 
Als Vorbereitung für die Kotransfektion wurden am Vortag 1x 106 Zellen pro Well einer 6 
Well-Platte ausplattiert. Die PEI Gebrauchslösung (1mg/ml) wurde dafür frisch von der PEI 
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Stocklösung (100 mg/ml) angesetzt. Je 2 µl PEI und 1 µg Plasmide wurden getrennt in 
jeweils 50 µl OptiMEM gegeben und für 30 min bei RT inkubiert. Die Plasmidmengen sind 
abhängig von der verwendeten Zelllinie und sind in Tabelle 8 aufgelistet. Danach wurden 
beide Lösungen vereinigt und für weitere 30 min inkubiert, damit sich PEI-DNA-Komplexe 
ausbilden konnten. Das Kultivierungsmedium wurde abgenommen und die Zellen zweimal 
mit 1x PBS gewaschen. 
Anschließend wurde der PEI-DNA-Komplex auf die Zellen gegeben und zusätzlich noch 400 
µl OptiMEM zugegeben, um ein Austrocknen der Zellen zu vermeiden. Nach einer Inkubation 
von 5-6 h erfolgte der Medienwechsel, bei dem das Transfektionsmedium mit dem 1,5 ml 
Medium mit 10 % FKS ersetzt wurde. Der Überstand wurde nach zwei Tage mit den darin 
enthaltenen pseudo typisierten Viruspartikeln abgenommen 
Tab. 8: Plasmid-Mengen in Abhängigkeit von der Zelllinien für die Kotransfektion mit PEI. 
  
Virales System Plasmide 
6-Well-Platte 
293T Phoenix 
MoMLV 
pRVH1-puro-miR 10 µg 20 µg 
pHitG (VSV-G) 8 µg 4 µg 
pVpack 8 µg - 
HIV 
pGJ3-puro-miR 10 µg - 
pHitG (VSV-G) 8 µg - 
SIV 
pVGBlast∆Bh-miR 10 µg - 
pHitG (VSV-G) 8 µg - 
pSgp∆2 8 µg - 
 
Neben den Virus-Partikeln, die für die Integration der pre-miRNA hergestellt wurden, wurden 
auch Transfektion durchgeführt, in dem EGFP exprimirende Viruspartikel gebildet wurde. 
Diese Viruspartikel wurden für die Überprüfung der Transduktionseffizienz verwendet. 
 
3.5. Transduktion eukaryoter Zellen mit viralen Partikeln 
 
Die Zellen wurden am Vortag in einer 6-Well-Platte ausplattiert, so dass sie sich zum 
Zeitpunkt der Infektion bzw. Transduktion in der exponentiellen Wachstumsphase befanden. 
Um FKS zu entfernen wurden die zu infizierenden Zellen vor der Infektion mit PBS 
gewaschen. Mit einer Endkonzentration von 4 µg/ml wurde Polybrene zu dem Überstand mit 
den viralen Vektoren hinzugegeben, da es die Bindung der Viruspartikel an die 
Wirtszellmembran erhöht und damit die Transduktion verbessert (ABE et al. 1998a). Der 
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virushaltigen Überstand wurde zu den Zielzellen dazugegeben, dann wurden die Zellen bei 
22 °C und 200x g für 90 min zentrifugiert. Das Poly brene interagiert mit den Viruspartikeln, 
so dass sie schneller sedimentieren und mit der Oberfläche der Zielzellen interagieren. Nach 
dem Zentrifugationsschritt wird ein sofortiger Mediumwechsel mit frischem 
Kultivierungsmedium durchgeführt. Zwei Tagen nach der Transduktion erfolgte die Kontrolle 
der Transduktionseffizienz mit den EGFP exprimierenden viralen Vektoren.  
 
3.6. Selektion mittels Puromycin 
 
Für die Herstellung einer homogen miRNA-exprimierenden Zelllinie wurden die Zellen mit 
Puromycin selektioniert. Nach erfolgter Integration in das Genom der Zielzelle wird das 
eukaryotische Resistenzgenkonstitutiv exprimiert. Dafür wurde zu dem normalen Zellmedium 
Puromycin mit Endkonzentration von 4 µg/ml dazugegeben. Nicht transduzierte Zellen 
starben, lösten sich von der Oberfläche der Kulturgefäße ab und konnten anschließend in 
einem Waschschritt leicht von den transduzierten miRNA-exprimierenden Zellen getrennt 
werden. 
 
3.7. Infektion mit Masernvirus 
 
3.7.1. Herstellen und Präparation eines Virusstocks 
 
Da die Vero-Zellen hochpermissiv für viele virale Infektionen sind, wurde sie zur Herstellung 
eines Stockvirus verwendet. Die Vero-Zellen wurden in großen Zellkulturflaschen kultiviert. 
Sobald die Ausbildung eines durchgehenden, einschichtigen Zellrasens erreicht war, erfolgte 
die Infektion mit MV. 
Zuerst wurden die Zellen mit 1 xPBS gewaschen und danach wurde das MV in FKS-freiem 
Medium in einer MOI von 0.003 hinzugegeben. Die Infektion erfolgte bei 37°C für 90 min. 
Anschließend wurde die Virussuspension abgenommen und durch normales Medium 
(DMEM 10% FKS) ersetzt. Die Kultivierung der Zellen erfolgt bei 37°C und 90 % 
Luftfeuchtigkeit im Zellkultur-Brutschrank. Die infizierten Zellen wurden täglich morphologisch 
kontrolliert. Der zytopathische Effekt einer Masernvirusinfektion zeigt sich durch das 
Ausbilden von Synzytien und die sich anschließende Zelllyse. Liegen innerhalb der 
Zellkulturflasche 50% der Zelle in synzytialer Form vor, wird das Medium bis auf 5 ml 
abgenommen, und noch ca. 10 Stunden weiter imZellkultur-Brutschrank kultivieret, dadurch 
wird ein höherer Virustiter erreicht. Die Kulturflasche wurde anschließend bei –80°C über 
Nacht gelagert. Zur Gewinnung der Viruspartikel aus den Zellen wurden diese langsam auf 
Eis wieder aufgetaut. Durch den Auftauprozess lysieren die Zellen und membrangebundenes 
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Masernvirus wird freigesetzt. Anschließend wurden die Zelltrümmer bei 2000 rpm für 10 min 
pelletiert, der Überstand aliquotiert und bei –80°C  bis zur Verwendung aufbewahrt. Alle 
Versuche dieser Arbeit wurden mit dem gleichen Virusstock ausgeführt. 
 
3.7.2. Titerbestimmung mittels Plaqueassay 
 
Ein Plaque-Assay wurde zur Bestimmung der Virus-Konzentration durchgeführt. Dafür 
wurden Vero-Zellen verwendet (Sasaki et al, 1964). Hierbei zeigt sich die Anzahl infektiöser 
Viruspartikel durch das Ausbilden von Löchern im Zellrasen, die als Plaques bezeichnet 
wurden. Vero-Zellen wurden in einer 6-Well-Platte ausgesät, so dass sie in 24 h später 100 
% optische Konfluenz erreichen werden. Zuerst wurde das Medium von den Zellen entfernt 
und diese mit 1 x PBS gewaschen. Von der Viruspräparation wurde eine Verdünnungsreihe 
in FKS-freien Medium angefertigt (von 10-3 bis 10-7) Eine Well der Platte wurde als 
Negativkontrolle nicht infiziert. Die Infektion der Zellen erfolgt mit 500 µl Virussuspension bei 
37°C für 90 min. Anschließend wurde die Virussuspen sion abgenommen und die Zellen pro 
Well mit 2 ml agarosehaltigem Medium überschichtet. Dafür wurde eine low-melting point 
Agarose (lmp-Agarose) verwendet, die sich erst bei Temperaturen um 20 °C verfestigt. Die 
Platten wurden deshalb nach der Überschichtung ca. 7 min in Kühlraum inkubiert. Die 
anschließende Kultivierung der Zellen erfolgt bei 37°C, 90% Luftfeuchte und 5% CO 2-Gehalt 
für 5 Tage. Die Färbung erfolgte mit 1 ml Neutralrotlösung bei 37°C. Neutralrot wird nur von 
lebenden Zellen aktiv aufgenommen. Die Neutralrotlösung wurde nach 1 Stunde 
abgenommen und die Anzahl der im Zellrasen entstandenen Löcher (Plaques) gezählt. Aus 
der Menge der Plaques kann der Virustiter bestimmt werden als plaques forming units pro ml 
(pfu/ml). 
 
3.7.3. Infektion von Zellen mit Masernvirus 
 
Die Infektion der transfizierten Zellen mit Masernvirus Edmonston erfolgte entweder mit 200 
pfu pro well in 6-Well-Plateoder einer MOI (Multiplicity of Infection) von 0,05 in 24-Well-
Platte. Dazu wurden die Zellen gezählt und die Virusstocklösung von MV mit Medium ohne 
FKS entsprechend verdünnt. Nach Abnahme des Zellkulturmediums wurde 500 µl der 
Virusverdünnung je Well zu den Zellen gegeben. Nach einer Inkubation von mindestens 90 
min bei 37 °C im Brutschrank wurde die Virusverdünn ung abgenommen. In dem erste Fall 
wurden dann die Zellen mit agarosehaltigem Medium (2 ml je Well von 6-Well-Platte) 
überschichtet und für weitere fünf Tagen in Zellkultur-Brutschrank inkubiert. In dem zweite 
Fall wurde das Virussuspension durch 1 ml DMEM mit 10% FKS in je Well einer 24-Well-
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Platte ersetzt, und danach ein oder zwei Tagen in Zellkultur-Brutschrank inkubiert, 
anschließend wurde der Überstand abgenommen und mittels Plaque-Assay titriert, um die 
Zahl der neu gebildeten Viruspartikel zu bestimmen. 
 
3.8. Nachweismethoden 
 
3.8.1. Nachweis der Transfektionseffizienz 
 
Die Transfektionseffizienz wird über die Expression des Reportergens EmGFP überprüft, 
welches innerhalb der Vektorkonstrukte miR kodiert wird. Transfizierte Zellen können somit 
im Fluoreszensmikroskop unter Anregung mit UV-Licht identifiziert werden. Zur quantitativen 
Auswertung EmGFP-exprimierenden Zellen wird deren Anzahl im Durchflußzytometer 
FACS-Calibur bestimmt. Dafür wurden die Zellen am Tag 2 nach der Transfektion durch 
Trypsinierung von der Kulturoberfläche abgelöst, resuspendiert und dreimal mit PBS 1% 
BSA gewaschen. Nach jedem Waschschritt wurden sie bei 1400 rpm für 4 Minuten 
zentrifugiert. Danach wurden die Zellen mit 2 % PFA für 15 min fixiert. Es folgten drei weitere 
Waschschritte um das PFA wieder von den Zellen zu entfernen. Anschließend wurden die 
Zellen in 500 µl Puffer (PBS 1% BSA) resuspendiert und bis zur FACS-Messung bei 4°C 
aufbewahrt. 
 
3.8.2. Quantifizierung der miRNA-Expression 
 
Zur Quantifizierung der siRNA bzw. miRNA-Expression wurden die 293T-Zellen mit 
Plasmiden, die verschiedene Anzahl von pre-miRNA enthalten, transfiziert. Danach wurde 24 
– 48 - 72 Stunden nach Transfektion die gesamte-RNA der transfizierenden Zellen isoliert. 
Die Umschreibung erfolgte mit einem Stemloop-Primer, der spezifisch für die siRNA bzw. 
miRNA -Sequenz ist. Dieser Stemloop-Primer hat eine Haarnadelstruktur, dadurch kann nur 
der sense-Strang der prozessierten siRNA bzw. miRNA gut an diesem binden. Diese 
Haarnadelstruktur erhöht die Spezifität des RT-Schritts und verhindert ebenfalls 
Fehlbindungen des Stemloop-Primers an andere RNA-Sequenzen. 
siRNAs bzw. miRNAs sind nur 22 bp groß, und durch den RT-Schritt mit den Stemloop-
Primern wurden die Produkte auf 65 bp verlängert, da der sequenzspezifische 
komplementäre Bereich zwischen dem Stemloop-Primer und der siRNA bzw. miRNA nur 6 
Nukleotide lange ist. Durch dieser Verlängerung der cDNA-Produkt konnte die 
Annealingtemperatur des Primers in den späteren PCR-Schritten erhöht werden um damit 
ebenfalls die unspezifische Fehlbindungen zu vermeiden. Anschließend erfolgte die PCR in 
Lightcycler durch spezifische Primer. Der Antisenseprimer bindet in dem Bereich des 
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Stemloop-Primers, so daß nur ein mit dem Stemloop-Primer umgeschriebenes Produkt 
erkannt werden kann. Über eine Taqman-Sonde erfolgte der Nachweis der Zunahme des 
PCR-Produktes (LIVAK et al. 1995). Die Sonden sind an dem 5‘-Ende mit dem 
Fluoreszentfarbstoff FAM markiert, sowie an dem 3‘-Ende mit einem „Quencher“ (non-
fluorescent quencher, NFG), der die Lichtemission des Fluoreszenzfarbstoffes unterdrücken 
kann. Diese Sonden sind mit einem Protein, welches die Hybridisierung der Sonde an das 
ssDNA-Template verstärkt (minor grove binder, MGB), gekoppelt (KUTYAVIN et al. 2000). 
Die Annealingtemperatur des Primers muss niedriger als die Annealingtemperatur der Sonde 
ausgewählt werden, da die Sonde nach dem Denaturierungsschritt vor dem Primer an der 
ssDNA bindet muss. Dann erfolgt die Elongation des Primers durch die Polymerase, wobei 
die Sonde von dem Template entfernt und zerstört wurde, dadurch wurde der 
Fluoreszenzfarbstoff freigesetzt, der durch der Laser-Sensor des Lightcyclers gemessen 
werden konnte. Die Zunahme der freigesetzte Fluoreszenzfarbstoff entspricht der Menge der 
neu synthetisierten DNA. (Abb. 15) 
 
 
 
 
Abb. 15: Prinzip der two-step RT-PCR zur Quantifizierung der miRNA-Expression. 
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Ansatz für qRT-PCR im Light Cycler:      
5,0  µl Template  verdünnte cDNA 1:10  
0,5  µl Primer 1  10 pmol/µl     
0,5  µl Primer 2  10 pmol/µl     
0,5  µl dNTPs 10 mM, jedes Nukleotid    
0,5  µl BSA 2 mg/ml     
2,0  µl10x Puffer 10x  
2,8  µl MgCl2 50 mM     
0,2  µl Platinum Taq-Polymerase 5 U/µl   
0,5  µl Taqman-Sonde      
7,5 µl DEPC-H2O 
----------------------------- 
= 20  µl Ansatz 
 
Tab. 9: PCR-Programm für die quantitative rtPCR der miRNA im Lightcycler mit 
 Taqman-Sonde 
 
Programm: Denaturierung Zyklen: 1 
Segment Temp. [°C]  Zeit [sek] Slope [°C/s]  Fluoreszenzmessung 
1 95 3 20 Keine 
 
Programm: Amplifikation Zyklen: 50 
Segment Temp. [°C]  Zeit [sek] Slope [°C/s]  Fluoreszenzmessung 
1 95 1 20 Keine 
2 58 10 20 Keine 
3 72 15 20  Einzeln 
 
Programm: Kühlung Zyklen: 1 
Segment Temp. [°C]  Zeit [sek] Slope [°C/s]  Fluoreszenz-Messung 
1 40 30 20 Keine 
 
3.8.3. Nachweis der Genexpression auf mRNA-Ebene 
 
In erster Linie zielt die Wirkung der RNA-Interferenz auf die Degradierung den spezifischen 
MV-H oder MV-NmRNAs, diese Degradierung konnte mit Hilfe der qRT-PCR im Light Cycler 
bestimmt werden. 
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3.8.3.1. RNA-Isolierung 
 
Nachdem die Abnahme des Überstandes wurden die Zellen mit Trifast behandelt, um die 
gesamte RNA der Zelle zu isolieren. TriFast TM enthält Guanidinisothiocyanat und Phenol in 
einer einphasigen Lösung. Guanidinisothiocyanat besitzt, neben der Fähigkeit Zellen zu 
lysieren, Eigenschaften, die zu einer Inaktivierung von RNasen und ähnlichen Enzymen 
führen. Für eine Gesamte-RNA-Isolierung wurden die Zellen der 24-Well-Platte durch 
Zugabe von 200 µl TriFast pro Well von der Oberfläche gelöst und gleichzeitig lysiert, dann 
wurde die Lösung in ein Eppendorf-Gefäß überführt. Nach der Zugabe von 40µl Chloroform 
pro Ansatz wurde dieser für mindestens 15 Sekunden durch Schütteln vermischt, und dann 
für 5 min bei RT inkubiert. Die Phasentrennung erfolgte durch Zentrifugation für 5 min bei 
12000 x g und 4 °C. Die RNA befindet sich in der ob eren wässrigen Phase, die DNA in der 
Interphase und Proteine in der unteren organischen Phase (CHOMCZYNSKI und SACCHI 
1987). Die obere wässrige Phase, die die RNA enthält wurde vorsichtig in ein neues 
Eppendorf-Gefäß überführt. Die RNA-haltige Lösung wurde mit 100 µl Isopropanol versetzt. 
Nach einer Inkubation von 15 min bei Raumtemperatur und einer Zentrifugation bei 12000 x 
g und 4 °C für 10 min zeigte sich das RNA-Pellet. D urch zwei Wachschritte mit je 1 ml 75% 
Ethanol wurde die RNA-Pellet von Salz- und Isopropanolreste gereinigt. Bei jedem 
Waschschritt wurde das Gemisch kräftig geschüttelt und anschließend für 10 min bei 12000 
x g und 4 °C zentrifugiert. Nach dem letzten Waschs chritt wurde das RNA-Pellet mit einer 
Vakuumzentrifuge getrocknet. Danach wurde die RNA in 40 µl RNase freiem Wasser bei 60 
°C gelöst, und anschließend zu je 10 µl aliquotiert  und bei -80 °C gelagert. 
 
3.8.3.2. Reverse Transkription 
 
Für die Umschreibung der isolierten RNA in cDNA wurde zunächst eine RNA-abhängige 
DNA-Polymerase(die reverse Transkriptase) verwendet (MYERS et al. 1977; KRUG und 
BERGER 1987). Für einen Nachweis von MV-spezifischer mRNA, sowie der mRNA des 
Referenzgens wurden zur Umschreibung Oligo-dT-Primern verwendet, diese Oligo(dT)18-
Primer binden an den poly (A)-Schwanz der mRNA und führen damit zur selektiven 
Umschreibung. Dadurch wird die gesamte mRNA (zellüler und viral) umgeschrieben. So 
kann später aus dieser cDNA das DNA-Template für verschiedene PCRs dargestellt werden. 
Für die Umschreibung von miRNA bzw. siRNA wurden spezifische Stemloop-Primer 
eingesetzt. Dafür wurde mit dem RT-Enzym Superskript III (200 U/µl) von Invitrogen 
gearbeitet. Ein Prä-Annealing Schritt der Amplifikation wurde vorangestellt, damit die 
Sekundärstrukturen der RNA aufgeschmolzen werden können und dann eine optimale 
Primer-Template-Bindung zu erreichen. 
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Dafür wurde die isolierte RNA zusammen mit Primern und Nukleotiden für 5min auf 65 °C 
erhitzt und im anschließend auf 4 °C abgekühlt. Dan ach wurde der RT-Ansatz hinzugegeben 
und die Reaktion für 1 h bei 50 °C im Blockcycler i nkubiert. Anschließend wurde das Enzym 
mit einem Hitzeschritt von 75 °C für 15 min inaktiv iert.  
 
Reverse Transkription 
5,0  µl RNA   
0,5  µl Oligo(dT)18-Primer    
1,0  µl dNTPs 
6,5  µl DEPC-H2O  
 Prä-Annealing bei 65 °C für 5 min; danach Kühlung 4°c: 
 
RT-Ansatz 
4,0  µl 5x Puffer 
1,0  µl 0,1MDTT  
1,0  µl Ribonuklease Inhibitor (40 u/µl) 
0,35 µlSuperscipt III  
0,65 µlDEPC-H2O 
 RT: 60 min bei 50°c, Hitzeinaktievierung: 15 min b ei 75°c, Kühlung: 4°c 
 
Die Quantifizierung der gebildeten cDNA erfolgte in einem weiteren Schritt im Light Cycler. 
Durch diese PCR konnten Rückschlüsse auf die mRNA-Menge gezogen werden. 
 
3.8.3.3. Quantitative real time-PCR (qRT-PCR) 
 
Die Real-Time PCRs zur absoluten Quantifizierung der MV-Gene, des Referenzgens und der 
miRNA-Expression wurden als two-step PCR im Lightcycler (Roch) durchgeführt. Dabei 
wurden Glaskapillaren (Wittwer et al, 1997 b) verwendet, die der Nachweis der Zunahme an 
amplifizierter DNA durch das Interkalieren bzw. Binden eines Fluoreszenzfarbstoffs in die 
dsDNA (HIGUCHI et al. 1992; HIGUCHI et al. 1993) ermöglichen. In dieser Arbeit wurde 
Sybr ®Green verwendet, dieser Farbstoff besitzt die Eigenschaft in die kleine Furche der 
DNA-Helix zu binden. Da die Fluoreszenzintensivität proportional zur Anzahl der generierten 
doppelsträngiger DANN-Amplifikat steigt, ermöglicht die Darstellung der Amplifikation in 
Abhängichkeit der Zyklen eine Konzentrationsbestimmung, jede Kurve entspricht dem 
Verlauf der DNA-Amplifikation in der PCR, wobei der Startpunkt der exponentiellen Phase 
der Kurve von der Menge an DNA-Template abhängig ist. Der so genannte Crossing point 
oder Cp-Wert, beschreibt dabei den Zyklus, an dem sich das Fluoreszenzsignal erstmalig 
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signifikant von der Hintergrundfluoreszenz abhebt, daher wird es zur Quantifizierung 
verwendet (WITTWER et al. 1997). Für die absolute Quantifizierung wurden unterschiedliche 
Mengen an Plasmid als Standards amplifiziert, diese variierte um mindestens drei 
Zehnerpotenzen. Dies ermöglichte sowohl eine Quantifizierung der Proben, als auch eine 
Kontrolle der PCR-Reaktion und liefert außerdem eine Aussage über die Effizienz der PCR. 
Im Anschluss wurde eine Schmelzkurve der PCR-Amplifikate gefahren, welche die Analyse 
der gebildeten Produkte erlaubt (RIRIE et al. 1997). Die PCR-Bedingungen für die 
Quantifizierung der sechs MV-Gene N, P, M, F, H und L wurden im Institut für Virologie der 
Universität Leipzig optimiert. Um Variationen der RNA-Ausgangsmenge auszugleichen, 
wurde die ermittelte Kopienzahl mit Hilfe eines Referenzgenes normiert. Hierbei diente β-
Actin als Referenzgen und als Standardkurve wurde die Verdünnungsreihe des Plasmids 
pbAc verwendet. Da die Verwendung der unverdünnten cDNA durch das DTT in der RT-
Reaktion zu einer Inhibition der PCR-Reaktion führen wird, wurde die cDNA 1:10 verdünnt 
und danach als DNA-Template für PCR verwendet. 
 
Ansatz für qRT-PCR im Light Cycler: 
 
MV-gene -PCR     ß-Aktin -PCR 
5,0  µl Template     5,0  µl Template 
0,5  µl Primer s      0,5  µl bAc s 
0,5  µl Primer as      0,5  µl bAc as 
0,5  µl dNTPs     0,5  µl dNTPs 
0,5  µl BSA      0,5  µl BSA 
2,0  µl 10x Puffer     2,0  µl10x Puffer 
1,4  µl MgCl2     1,0  µl MgCl2 
0,2  µl Platinum Taq-Polymerase   0,2  µl Platinum Taq-Polymerase 
4,0  µl Sybr Green     4,0  µl Sybr Green 
5,4  µl DEPC-H2O     5,8  µl DEPC-H2O 
_________________     __________________ 
= 20  µl Ansatz     = 20  µl Ansatz 
 
Der Ansatz wurde in Glaskapillaren pipettiert, und dann in den Light Cycler gestellt. Mit Hilfe 
einer speziellen Zentrifuge wurden die Ansätze bei 3000 rpm für 15 s in die Glaskapillaren 
zentrifugiert. Es folgte die qRT-PCR im Light Cycler, dessen Programme in den Tabellen 10 
und 11 aufgeführt sind. 
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Tab. 10: Light Cycler Programm zur Bestimmung der Menge an MV cDNA 
 
Programm: Denaturierung Zyklen: 1 
Segment Temp. [°C]  Zeit [sek] Slope [°C/s]  Fluoreszenzmessung 
1 95 30 20 Keine 
 
Programm: Amplifikation Zyklen: 50 
Segment Temp. [°C]  Zeit [sek] Slope [°C/s]  Fluoreszenzmessung 
1 95 0 20 Keine 
2 57 10 20 Keine 
3 72 8 20 Keine 
4 86 0 20 Einzeln 
 
Programm: Schmelz-Analyse Zyklen: 1 
Segment Temp. [°C]  Zeit [sek] Slope [°C/s]  Fluoreszenzmessung 
1 95 0 20 Keine 
2 40 0 20 Keine 
3 60 0 20 Keine 
4 95 0 0,1 Kontinuierlich 
 
Programm: Kühlung Zyklen: 1 
Segment Temp. [°C]  Zeit [sek] Slope [°C/s]  Fluoreszenz-Messung 
1 40 30 20 Keine 
 
Tab. 11: Light Cycler Programm zur Bestimmung der Menge an ß-Aktin 
 
Programm: Denaturierung Zyklen: 1 
Segment Temp. [°C]  Zeit [sek] Slope [°C/s]  Fluoreszenzmessung 
1 95 30 20 Keine 
 
Programm: Amplifikation Zyklen: 34 
Segment Temp. [°C]  Zeit [sek] Slope [°C/s]  Fluoreszenzmessung 
1 95 1 20 Keine 
2 60 10 20 Keine 
3 72 15 20 Keine 
4 82 0 20 Einzeln 
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Programm: Schmelz-Analyse Zyklen: 1 
Segment Temp. [°C]  Zeit [sek] Slope [°C/s]  Fluoreszenzmessung 
1 95 0 20 Keine 
2 40 0 20 Keine 
3 60 0 20 Keine 
4 97 0 0,1 Kontinuierlich 
 
Programm: Kühlung Zyklen: 1 
Segment Temp. [°C]  Zeit [sek] Slope [°C/s]  Fluoreszenzmessung 
1 40 30 20 Keine 
 
Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mittels „Fit-Points-Methode“ durch Verwendung der 
Lightcycler Software 3.5 bzw. 4.05 
 
3.8.4. Nachweis der Genexpression auf Proteinebene 
 
Die Wirkung der RNA-Interferenz zeigt in erster Linie durch die Degradierung der 
spezifischen MV-H oder MV-NmRNAs. Durch diese Degradierung kommt es des weiterem 
zu einer Inhibition der Genexpression, die zu einer verringerten Proteinbildung führt. Dieser 
Effekt konnte indirekt mit Hilfe von spezifischen Antikörpern am Durchflusszytometer 
überprüft werden. 
Die Durchflußzytometrie (fluorescence activated cell sorting, FACS) ermöglicht die Analyse 
von physikalischen Eigenschaften wie Größe und Granularität von Zellen in Suspension und 
die Anregung von Fluoreszenzfarbstoffen. Dabei werden die Zellen in einem Puffer durch 
eine Kapillare gedrückt, sodass ein feiner Flüssigkeitsstrahl mit vereinzelten Zellen entsteht. 
Dann wird die Einzelzellsuspension an einem Laser geeigneter Wellenlänge vorbeigeleitet, 
wobei es an den Zellen zu einer Lichtstreuung kommt. Gestreutes Licht wird durch 
Fotodetektoren erkannt und ergibt ein Maß für die Größe und Granularität einer Zelle. Die 
Emission der Fluoreszenzfarbstoffe, ausgehend von exprimierten Reportergenen (EmGFP) 
oder fluoreszenzmarkierten Antikörpern wurde ebenfalls gemessen. Dadurch wurde zum 
einen die Transfektionseffizienz von Zellen bestimmt, wie auch der Gehalt an MV-Proteinen 
in infizierten Zellen. Die Messung erfolgte am FACS Calibur mit dem Programm Cellquest. 
Zellen-Vorbereitung für FACS-Färbung 
Zuerst wurden die transfizierten bzw. infizierten Zellen mit Trypsin von der Oberfläche des 
Kulturgefäßes gelöst, im Medium suspendiert und in FACS-Röhrchen überführt. Die Zellen 
wurden dreimal mit 1xPBS/BSA gewaschen. Bei jedem Waschschritt wurden die Zellen bei 
1400 rpm und 4 °C für 4 min zentrifugiert und der Ü berstand vorsichtig abgegossen. Danach 
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wurden die Zellen mit 2 % PFA für 15 min bei 4 C° f ixiert. Es folgten drei weitere 
Waschschritte, um das PFA wieder von den Zellen zu entfernen. Die Permeabilisierung 
erfolgte mit 1 ml Tween 20 (0,2 %) für 15 min bei 37 C°, danach wurde direkt 1 ml PBS/BSA 
dazugegeben, und anschließend wurden die Zellen erneut dreimal wie beschrieben 
gewaschen. Es folgte die Zugabe von 50 µl des primären monoklonalen Antikörpers L77 
(Maus Anti-MV-H) bzw. F227/14 (Maus Anti-MV-N) in einer 1:5 Verdünnung. Nach einer 
Inkubation von 1 h bei 37 °C wurden nicht gebundene  Antikörper durch drei Waschschritte 
entfernt. Die Zellen wurden schließlich mit 50 µl des sekundären Antikörpers (Goat-anti-
mouse AlexaFluro488 gekoppelt) in einer 1:1000 Verdünnung versetzt. Nach einstündiger 
Inkubation bei 37 °C wurden nicht gebundene Antikör per durch dreimaliges Waschen 
entfernt. Nach der Aufnahme der Zellen in 0,5 ml 1x PBS/BSA werden sie durch ein Zellsieb 
in ein neues FACS-Röhrchen überführt, um die Zellen vereinzelt ohne Zellklumpen in der 
Messung vorliegen zu haben.  
 
3.8.5. Nachweis der Virus in miRNA-behandelte Zelllinien 
  
Die Wirkung der RNA-Interferenz zielt am Ende auf die Reduktion der neu gebildeten 
infektiösen Viruspartikeln und die Verbreitung des Virus in Zelllinie, welche die spezifische 
miRNA gegen MV-N oder MV-H exprimiert. Dieser Effekt konnte nur durch Plaque-Assay 
überprüft werden. 
 
3.8.5.1. Nachweis der neu gebildeten Viruspartikeln 
 
Die miRNA-behandelte Zelllinie wurde mit MV Edmonston infiziert. und 24 - 48 Stunden nach 
der Infektion wurden die virushaltige Überstände abgenommen und durch 3-minütige 
Zentrifugation bei 12000 x g von Zellresten befreit. Die Überstände konnten gegebenenfalls 
für die Durchführung von Plaque-Assay bei -80 °C ge lagert werden. Durch Plaque-Assay 
wurde die Zahl an neu gebildeten infektiösen Viruspartikeln bestimmen. 
 
3.8.5.2. Nachweis die Verbreitung der MV Infektion 
 
In diesem Versuch wurden die miRNA-behandelte Zellen direkt nach der Infektion mit 2 ml 
agarosehaltigem Medium je Well einer 6-Well-Platte überschichtet, für weitere fünf Tagen in 
einem Zellkultur-Brutschrank inkubiert und anschließend mit Neutralrotlösung gefärbt. Die 
Plaquezahl in miRNA-behandelte Zellen im Vergleich zu unbehandelten Zellen zeigte in 
diesem Fall die Verbreitung des Virus bzw. wie effektiv die miRNAs gegen die MV Infektion 
waren.
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4. Ergebnisse 
 
4.1. Darstellung von miRNA-Expressionsvektoren 
 
miRNA-Expressionsvektoren (pmiR) bieten die Möglichkeit, miRNAs mittels eines 
Polymerase II Promoters in Zellen unter Bildung einer Haarnadel-Struktur zu exprimieren. 
Zur Herstellung des miRNA-Expressionsvektors mussten die pre-miRNA-Oligonukleotide in 
die Leerkassette der miRNA-Expressionsplasmide eingebracht werden. Dafür wurden die 
verschiedenen pre-miRNA-Oligonukleotide (6 gegen MV-N-Gen und 2 gegen MV-H-Gen) 
chemisch synthetisiert. Zunächst wurden die zwei Oligonukleotide (oberer Strang und 
unterer Strang) der jeweiligen miRNA-Zielsequenzen miteinander hybridisiert. Die 
vollständigen Sequenzen der miRNA-Oligonukleotide sind im Materialteil zu finden (siehe 
2.7.) Die ds pre-miRNA-Oligonukleotide haben bereits die passenden Überhänge für die 
Ligation mit dem linearisierten miRNA-Expressionsplasmid, jedoch mussten die 
entsprechenden Überhänge bei dem Plasmid (pmiR-reg) noch durch den Verdau mit dem 
Restriktionsenzym Esp3I geschaffen werden. Der regenerierte Vektor pcDNA6.2-
GW/EmGFP-miR (pmiR-reg) wurde mit Esp3I verdaut und anschließend aufgereinigt (Abb. 
16). 
 
                         
 
Abb. 16: 
Analytisches 
Agarosegel (2%ig) 
zur Demonstration 
des Verdaus der 
miRNA-
Expressionsplasmid 
pmiR-reg mit Esp3I 
Spur M: Marker 
Spur 1: pmiR reg 
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Abb. 17:  Klonierungsschema des miRNA-Expressions-plasmides (pmiR).   
  pmiR-reg mit der miRNA-Leerkassette wird mit Esp3I verdaut. Anschließend 
  erfolgte die Ligation des geschnittenen Plasmids mit dem pre-miRNA- 
  Oligonukleotid, welches kompatible Enden besitzt. Es entsteht das miRNA-
  Expressionsplasmid pmiR.  
   
4.1.1. Insertkontrolle mittels Kolonie PCR 
 
Mit Hilfe der Kolonie-PCR wurden nach der Transformation die positiven Bakterienkolonien 
herausgesucht, bei denen aufgrund der erhaltenen Größe der PCR-Produkte eine 
erfolgreiche Ligation und damit die Bildung der pmiRs vermutet wurde. Für den Nachweis 
der erfolgreichen Ligation der pre-miRNA-Oligonukleotide mit dem miRNA-
Expressionsplasmid pmiR wurden die Primer Kol-PCR-miR-s und Kol-PCR-miR-as 
verwendet. Die Primer binden beide im Plasmid pmiR (siehe Methoden 3.1.12.), so dass auf 
jeden Fall ein PCR-Produkt entstand. Je nach Erfolg der Ligation entstanden PCR-Produkte 
unterschiedlicher Größe. Nach erfolgreicher Ligation entstand ein ca. 280 bp großes PCR-
Produkt, fehlen die Oligonukleotide im Plasmid entstanden PCR-Produkte in einer Größe von 
ca. 215 bp. In Abbildung 18 sind Beispiele der Kolonie-PCR gezeigt.  
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Abb. 18:  Analytisches Agarosegel (2%ig) repräsentativ für die Kolonie-PCR mit dem 
  Vektor pmiR und dem Insert aus pre-miRNA-Oligonukleotiden, die zur Bildung 
  der pmiRs führen sollen. (nK: Negativkontrolle) (+pmiR mit Insert: 280 bp) 
  (pmiR ohne Insert: 215 bp) 
 
Die positiven Klone wurden weiter kultiviert und kryokonserviert bzw. die Plasmid-DNA 
aufgearbeitet und gereinigt. 
 
4.1.2. Insertkontrolle mittels Restriktionsverdau 
     
Eine Bestätigung für die korrekte Größe des miRNA-Expressionsplasmides nach Einbau der 
pre-miRNA-Oligonukleotide wurde durch einen Kontroll-Verdau der Plasmide erhalten. Dazu 
wurde die Plasmid-DNA aus den vermehrten Bakterienklonen über Minipräparation isoliert. 
Durch den Verdau der Plasmide mit den Restriktionsenzymen XhoI und BamhI konnte 
anhand der Größen der entstandenen Fragmente die Existenz des Inserts nachgewiesen 
werden. Wie in Abbildung 19 zu sehen, schneiden die Restriktionsenzyme das pmiR Plasmid 
zweimal und erzeugen Fragmente der Größen 5614 bp und 150 bp. (Abb. 19).  
 
  
 
65           Ergebnisse 
 
   
Die erhaltenen Fragmentgrößen entsprachen den Fragmentgrößen, die bei dem 
erfolgreichen Einbau der pmiRs erwartet wurden. Die Bildung aller acht pmiRs wurde durch 
den Verdau bestätigt. In Abbildung 19 ist der Verdau der Expressionsplasmide mit XhoI und 
BamHI dargestellt. 
 
 
4.1.3. Sequenzierung 
 
Der nächste Kontrollschritt ist die Sequenzierung. Es wurde die pre-miRNA-Oligonukiotide 
Sequenzen der neu gebildeten Plasmide sequenziert. Als Template für den 
Sequienzierungsansatz dienten die positive Kolonie-PCR-Amplifekate. Für die 
Sequenzierung wurden die Primer der Kolonie-PCR verwendet. Mit Hilfe der Sequenzierung 
konnte die korrekte Sequenz aller eingefügten pre-miRNA-Oligonukleotide in den miRNA-
Expressionsplasmiden nachgewiesen werden. Falls sich eine Mutation in diesem Bereich 
zeigte, wurden andere positive Kolonien ausgesucht, und nochmal mittels Kontrollverdau 
und Sequenzierung überprüft, so dass für jede Zielsequenz ein positiver Klon isoliert wurde 
mit folgenden Bezeichnungen: 
• Die Plasmide pmiR-N4, pmiR-N5, pmiR-N6, pmiR-N7, pmiR-N9, pmiR-N10 sind 
gegen MV-N-Gen. 
• Die Plasmide pmiR-H2, pmiR-H4 sind gegen MV-H-Gen gerichtet. 
 
 
 
 
Abb. 19: Analytisches 
Agarosegel (2%ig) zur 
Demonstration des 
Kontrollverdaus von pmiRs 
mit XhoI und BamhI 
M: Marker  
A: pmiR-N4 B: pmiR-N5  
C: pmiR-N6 D: pmiR-N7 
E: pmiR-N10 F: pmiR-N9  
G: pmiR-H2 H: pmiR-H4 
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4.2. Verkettung der pre-miRNA-Sequenzen in einem Vektor 
 
Da der pmiR Vektor die Verkettung von mehreren pre-miRNA-Sequenzen hintereinander in 
einer Kassette ermöglicht, könnten mehrere miRNAs mit gleicher oder unterschiedlicher 
Sequenz in einem Transkriptionsschritt synthetisiert werden. 
Es wurde 2 verschiedene Sequenzen gegen das MV-N-Gen und das MV-H-Gen in einem 
Vektor in verschiedenen Konstruktionen kloniert, um einen Effekt gegen zwei verschieden 
Gene in einem Ansatz zu bekommen. Alternativ wurde die gleiche Sequenz zweimal, 
viermal, oder achtmal in einem Vektor insertiert. Abbildung 20. zeigt als Beispiel das 
Klonierungsschema des Plasmids pmiR IV-H2. 
 
 
 
Abb. 20:  Klonierungsschema des Expressions-plasmides (pmiR-N4-H2).   
  pmiR-N4 wird mit XhoI und BglII verdaut. pmiR-H2 wird mit XhoI und BamhI 
  verdaut. Anschließend erfolgte die Ligation des Plasmids pmiR-N4 mit dem 
  Insert H2 welches kompatible Ende besitzt. Es entsteht pmiR-N4-H2, welche 
  miRNA-H2 und miRNA-N4exprimiert.  
 
 
 
  
 
67           Ergebnisse 
 
 
 
Als Vorbereitung für die Klonierung wurden 2 µg pmiR X (Quelle des neuen Inserts) mit 10 
Unit BamHI und 10 Unit XhoI verdaut und in einem 2%iges Gel aufgetrennt. Die Gelanalyse 
zeigt zwei Banden in einer Größe von 5614bp (den-miRNA-Expressionsvektor) und eine 
kleine Bande (die pre-miRNA-sequenz mit 3´-5´-miR-flanking-region). Die kleine Bande 
(Insert) zeigt verschiedene Größen von 150bp, 260bp oder 520bp je nachdem wie viel pre-
miRNA-Oligonukleotide (1, 2, oder 4) in dem Vektor. Zunächst wurde das Insert aus dem Gel 
ausgeschnitten und aufgereinigt. In Abbildung 21 ist ein Beispiel für das preparative 
Agarosegel zu sehen, aus dem die einzelnen-miRNA-Sequenzen ausgeschnitten wurden. 
 
 
 
Abb. 21:  Gelanalyse des Verdaus von pmiRs mit XhoI und BamhI. Die große Bande ist 
  5614bp groß und entspricht der Größe des leeren miRNA-Expressionsvektors. 
  Das kleine Fragment zeigt eine Größe von 150 bp, diese Bande enthält eine 
  pre-miRNA-sequenz mit 3´-5´-miR-flanking- Region. 
 
Es wurde 2 µg pmiR 2 (Backbone, dem das neue Insert eingefügt wird) mit XhoI und BglII 
verdaut. Die verdaute-DNA wurde in einem 2%igen Gel aufgetrennt. Die Gelanalyse zeigt 
eine Bande mit einer Größe von 5764 bp, 5874bp oder 6134 bp je nachdem wie viele pre-
miRNA-Sequenzen (1, 2, oder 4) in dem Vektor. Zunächst wurde das Fragment aus dem Gel 
ausgeschnitten und aufgereinigt. Die Ligation erfolgte durch Ligase T4. In Abbildung 22 sind 
Beispiele des Verdaus von Plasmid mit einer pre-miRNA-Sequenz gezeigt. 
 
 
 
 
M: Marker  
A: pmiR-N4  
B: pmiR-N5  
C: pmiR-N6  
D: pmiR-N7 
E: pmiR-N9  
F: pmiR-N10  
G: pmiR-H2  
H: pmiR-H4 
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Abb.  22: Gelanalyse des Verdaus von pmiRs mit XhoI und BglII.  
  Die Bande zeigt eine Größe von 5764 bp. Diese Bande enthält der linearisierte 
  Vektor pmiR mit einer pre-miRNA-Oligonukliotide Sequenz. 
 
4.2.1. Insertkontrolle mittels Kolonie PCR  
 
Für den Nachweis der erfolgreichen Ligation wurden die Primer Kol-PCR-miR-s und Kol-
PCR-miR-as verwendet. DiesePrimer binden direkt links und rechts nahe der Insertionsstelle 
im Plasmid pmiR, sodass auch ohne Insertion ein PCR-Produkt entsteht. Nach erfolgreicher 
Ligation entstanden entweder ein ca. 430 bp (dual-pre-miRNA-Sequenz), ein ca. 750 bp (4-
pre-miRNA-Sequenzen) oder ein ca. 1180 bp (8-pre-miRNA-Sequenzen großes PCR-
Produkt; fehlte das Insert, so  entstanden PCR-Produkte in einer Größe von ca. 280 bp, 430 
pb, oder 750 bp, je nachdem, welches Plasmid als Target benutzt worden war. In Abbildung 
23 sind Beispiele der Kolonie-PCR gezeigt.  
M: Marker  
A: pmiR-N4  
B: pmiR-N5  
C: pmiR-N6  
D: pmiR-N7 
E: pmiR-N9  
F: pmiR-N10  
G: pmiR-H2  
H: pmiR-H4 
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Abb. 23: Repräsentative analytische Agarosegele (2%) der Kolonie-PCR nach Ligation 
  mit den verschiedenen verkettenden pre-miRNA-Oligonukleotid-Sequenzen. 
  A:Kolonie-PCR für pmiR-N10(4), der 4 pre-miRNA-Oligonukleotide Sequenzen 
  enthält (+ pmiR mit Insert:  750 bp) (- pmiR ohne Insert: 430 bp),  
  B:Kolonie-PCR für pmiR-N10(8), der 8 pre-miRNA-Oligonukleotide-
Sequenzen   enthält (+ pmiR mit Insert: 1180 bp) (- pmiR ohne Insert: 750 bp),  
  C:Kolonie-PCR für pmiR-N4-H2, der 2 pre-miRNA-Oligonukleotide-Sequenzen 
  enthält (+ pmiR mit Insert:  430 bp) (- pmiR ohne Insert: 280 bp)  
  (nK: Negativkontrolle) (M: Marker). 
 
Die in der Kolonie-PCR positiven Klone wurden hochgezogen und auf dem Plasmid weitere 
kontrolleschritte des Inserts (Restriktionsverdau, Sequenzieung) gefahren. 
 
4.2.2. Insertkontrolle mittels Restriktionsverdau 
 
Eine weitere Bestätigung für die korrekte Zahl der pre-miRNA-Oligonukleotide -Sequenzen 
wurde durch einen Kontroll-Verdau der Plasmide erhalten. Dazu wurde die Plasmid-DNA aus 
den Bakterienklonen durch DNA-Minipräparation isoliert. Durch den Verdau der Plasmid mit 
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dem Restriktionsenzym BamhI und XhoI konnte anhand der Größen der entstandenen 
Fragmente die Existenz des Inserts nachgewiesen werden. Wie teilweise in Abbildung 24 zu 
sehen ist, schneiden die Enzyme das Plasmid zweimal und erzeugt zwei Fragmente mit der 
Größe von 5614 bp (der leere Vektor), und150 / 280 / 520 oder 1120bp (ein, zwei, vier oder 
8 miR-Sequenzen). In Abbildung 24 sind Beispiele für den Verdau der Expressionsplasmide 
mit XhoI und BamHI dargestellt. Die Plasmide pmiR-neg und pmiR reg dienten als Kontrolle 
für den Verdau.  
 
 
 
Abb. 24:  Analytische Agarosegelelektrophorese (1,5%ig) zur Demonstration des  
  Kontrollverdaus von pmiRN10(1-8)mit XhoI und BamHI 
  M: Marker A: pmiR-N10        B: pmiR-N10(2)   C: pmiR-N10(4) 
    D: pmiR-N10(8)   E: pmiR-neg        F: pmiR reg  
  Die großen Fragmente sind 5614 bp lang. 
  Die kleinen Fragmente sind 150 / 280 / 520 / 1120 / 150 bp lang.  
 
4.2.3. Sequenzierung 
 
Die rekombinanten Vektorkonstrukte wurden sequenziert, um Mutationen innerhalb der pre-
miRNA-Oligonukleotide-Sequenz auszuschließen. Die Amplifikate der Kolonie-PCR dienten 
dabei direkt als Template für den Sequenzierungsansatz. Die Primer der Kolonie-PCR 
wurden auch für die Sequenzierung verwendet. Keines der überprüften Plasmide wies eine 
Mutation auf.  
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- Die Zusammenstellung der Plasmide:  
Daraufhin erfolgte die Generierung weitere Plasmide mit anderen miR-Sequenzen. 
• Plasmide mit Sequenzen gegen verschiedene MV-Gene: 
 pmiR-N4-H2 / pmiR-N4-H4 
• Plasmide mit unterschiedlichen Zielsequenzen gegen das MV-N-Gen: 
 pmiR-N4-N5 / pmiR-N4-N6 / pmiR-N4-N7 / pmiR-N4-N9 / pmiR-N4-N10 /  
• Plasmide mit unterschiedlichen Zielsequenzen gegen das MV-H-Gen: 
 pmiR-H2-H4 / pmiR-H4-H2 
• Plasmide mit identischer Zielsequenz in unterschiedlicher Kopienzahl gegen das MV-
N-Gen: 
 pmiR-N4-N4 / pmiR-N4(4) / pmiR-N4(8) 
 pmiR-N10-N10 / pmiR-N10(4) / pmiR-N10(8) 
• Plasmide mit identischer Zielsequenz in unterschiedlicher Kopienzahl gegen das MV-
H-Gen: 
 pmiR-H2-H2 / pmiR-H2(4) / pmiR-H2(8) 
 
4.3. Ermittlung der Transfektionseffizienz 
 
Die Transfektionseffizienz der Zellen mittels Lipofectamin 2000 wurde überprüft und 
optimiert. Dazu wurde das Scrambel-miRNA-Expressionsplasmid (pmiR-neg) verwendet, da 
es einen kodierenden Bereich für EmGFP (wie alle andere miRNA-Expressionskassette) 
enthält, dessen Expression 48 h nach erfolgreicher Transfektion der Zellen am 
Fluoreszenzmikroskop sichtbar ist und auch am FACS-Gerät gemessen werden konnte. Auf 
diese Weise wurden die 293T-Zellen überprüft. In Abbildung 25 sind Bilder der Transfektion 
von 293T-Zelllinien mit pmiR-neg gezeigt, welche am Fluoreszenzmikroskop aufgenommen 
wurden.  
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Abb. 25: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der 293T-Zellen 48 Stunden nach  
  Transfektion von pmiR-neg. A: Fluoreszenzbild B: Durchlichtbild 10x  
 
Zur Optimierung der Transfektion mittels Lipofectamin 2000 wurde das Verhältnis der DNA-
Konzentration zur eingesetzten Menge an Lipofectamine2000 in dem Rahmen von 1 µg bis 
2µg DNA zu 1 µl bis 2µl Lipofectamin 2000 variiert. Die Auswertung erfolgte 48 Stunden 
nach Transfektion. Die Bestimmung der Transfektionseffizienz erfolgte über die GFP-
Fluoreszenz mittels Durchflusszytometrie (Abb. 26). 
  
 
 
Abb 26: Analyse der Fluoreszenzintensität mittels Durchflusszytometrie. 
  rechts: mock transfizierte 293T-Zellen.  
  Links: mit pmiR-neg transfizierte 293T-Zellen. 
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Abb. 27: Transfektionseffizienz mit verschiedener Menge von pmiR-neg und 
  Lipofectamin 2000 (A: 1 µl, B: 1,5 µl, C: 2µl). 
 
 
Tab. 12: Transfektionseffizienz (%)  von pmiR-neg in 293T-Zellen mittels Lipofectamine2000. 
 
Lipofectamin 2000  
 
DNA-Menge  
1 µl 1,5 µl 2 µl 
1 µg 89,89% 99,07% 99,00% 
1,5 µg 64,69% 98,63% 99,04% 
2 µg 36,83% 76,35% 94,23% 
 
Als optimal erwies sich ein Verhältnis von 1,5 µl Lipofectamin 2000 zu 1 µg DNA pro 2 cm2 
Wachstumsfläche der Zellen; mit diesem wurde die weiteren Versuche durch geführt (Abb. 
27), wobei eine Transfektioneffezienz von 99,1% erreicht wurde (Tab. 12). 
 
 
 
 
4.4. Quantifizierung der miRNA-Expression 
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Die Quantifizierung von miRNA-Expression erfolgte absolut und die erhaltene miRNA-
Molekülzahl wurde mit den Beta-Aktin Werten für die Proben als Referenzgen ins Verhältnis 
angesetzt. Der Aufbau der Stemloop-Primer, der dazu passenden PCR-Primer und der 
Taqman-Sonde wurde analog zur Veröffentlichung von (CHEN et al. 2005) erstellt spezifisch 
für die in dieser Arbeit verwendeten miRNA-Sequenz für miRNA-N4. 
 
 
 
Abb. 28: miRNA-Expression-Ebene in transfizierten 293T-Zellen; 24, 48 und 72  
  Stunden nach der Transfektion  
  1: Zellen transfiziert mit dem Plasmid pmiR-N4  
  2: Zellen transfiziert mit dem Plasmid pmiR-N4(2)  
  3: Zellen transfiziert mit dem Plasmid pmiR-N4(4) 
 
 
4.5. Herstellung eines Virusstocks 
 
Für die Produktion eines Masern-Virusstocks wurden Vero-Zellen mit dem Stamm 
Edmonston des Masernvirus mit einer MOI von 0,003 infiziert. Diese Zelllinie erlaubt eine 
produktive Infektion, da sie für das Masernvirus hoch permissiv ist. Nach der Aufarbeitung 
der Partikel (3.7.1) erfolgte die Quantifizierung der Virussuspension mit Hilfe eines Plaque-
Assays (3.7.2.). Unter Einbeziehung der Menge (0,5ml) und der Höhe der 
Verdünnungsstufen, wurde ein Wert von 8 x 106 pfu (plaque forming units) / ml Medium 
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ermittelt. In Abb. 29 ist ein Beispiel für den Plaque-Assay des Virusstocks dargestellt. 
Ausgehend von diesem Wert konnte die MOI in den einzelnen Versuchen anhand der 
eingesetzten Zellenzahl ermittelt werden. 
 
 
 
Abb. 29: Plaque-Assay des Virusstocks mit verschiedenen Verdünnungsstufen.  
  In der Verdünnungsstufe 106 sieht man 4 Plaques 
  nK: uninfizierte Zellen als negative Kontrolle. 
 
4.6. Herstellung von stabilen Zelllinien mittels viraler Vektoren 
  
4.6.1. Klonierung der miR-Expressionskassette in virale Shuttle-
Vektoren 
 
Für die stabile Integration der miRNA-Expressionskassetten in das zelluläre-Genom wurden 
rekombinante MoMLV-, SIV-und HIV-Partikel produziert. Dazu war die Klonierung der 
gesamte miRNA-Expressionskassetten in den Shuttle-Vektoren pRVH1-Puro / pVGBlasdbh 
und pGJ3-Puro notwendig (Abb. 30).  
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Abb.30:   Klonierungsschema der miRNA-Expressionskassetten in die viralen Shuttle-  
                Vektoren . 
 
Dazu wurden sieben verschiedene miRNA-Expressionskassetten mittels PCR (mit pfu DNA 
Polymerase) amplifiziert. Die verwendeten PCR-Primer wiesen zu beiden Seiten ssDNA-
Überhänge auf, die passende Schnittstellen zur Klonierung in die Shuttle-Vektoren enthalten. 
Das PCR-Amplifikat wurde auf ein Agarosegel aufgetragen. Die PCR-Produkte zeigten 2 
verschiedene Größen: 1980 bp für miRNA-Expressionskassetten  mit einer einzelnen 
Sequenz und 2130 bp für Dual-miRNA-Expressionskassetten (Abb. 31). Die entsprechende 
Bande wurde nach der Gelelektrophorese aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA 
aufgereinigt. Anschließend mussten die PCR-Produkte mit dem Restriktionsenzym BstBI 
nachgeschnitten werden. 
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4.6.1.1. Klonierung im SIV system  
 
Um die Klonierungen in die SIV-Shuttle-Plasmide  zu ermöglichen, wurde auch ein Verdau 
mit ClaI für das Plasmid pVgBlast∆bh durchgeführt. Die dadurch entstehenden Überhänge 
sind mit den Überhängen der verdauten PCR-Produkte (s.o.) kompatibel. Da es sich hier um 
eine ungerichtete Ligation handelt, wurde der Vektor zusätzlich dephosphoryliert. Die 
Dephosphorylierung erfolgte mit einer alkalischen Phosphatase (CIP, calf intestine alkaline 
phosphatase). Dieses Enzym katalysiert die Abspaltung des freien 5`-Phosphates, welches 
bei dem Verdau entsteht und vermindert dadurch die Selbstligation des Vektors. 
Der geschnittene und dephosphorylierte Vektor wurde mit Hilfe des Promega-Kits 
aufgereinigt. Anschließend erfolgte die Ligation des pVGBlasd∆bh mit der miRNA-
Expressionskassette. 
Über Kolonie-PCR mit den Primern Kol-PCR-pVGBlast-s und Kol-PCR-pVGBlast-as wurden 
anschließend erfolgreich ligierte Shuttle-Vektoren anhand der Größe der PCR-Produkte 
herausgesucht. Die Primer binden beide im Plasmid pVGBlast∆bh, so dass auf jeden Fall ein 
PCR-Produkt entstehen kann. Je nach Erfolg der Ligation entstanden jedoch PCR-Produkte 
unterschiedlicher Größe. Eine erfolgreiche Ligation zeigte sich nach der Gelelektrophorese 
durch eine Bandengröße von 2074 bzw 2224 bp. Die entsprechenden Shuttle-Vektoren 
werden im Folgenden als pVGBlast-miR-(pre-miRNA-Oligonukleotid) bezeichnet. In 
Abbildung 32 ist beispielhaft für die pVGBlasd-miR-N4 eine erfolgreiche Ligation 
(Bakterienklon 5) neben mehreren nicht erfolgreichen Ligationen zu sehen. Bei nicht 
erfolgreichen Ligationen war das PCR-Produkt um 94 bp. 
Abb. 31: Analytisches 
Agarosegel (1,5%ig) zur 
Aufreinigungder PCRprodukte 
von verschiedenen miRNA-
Expressionskassetten 
M: Marker  
1: pmiR-N4 4: pmiR-N4-N4  
2: pmiR-H2 5: pmiR-N4-H2 
3: pmiR-H4 6: pmiR-N4-H4  
7: negative Kontrolle  
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Die durch Minipräparation gewonnene Plasmid-DNA von pVGBlasd-miRs wurde 
anschließend mit Kontrollverdau mittels XhoI überprüft (Tab.13). Dieses Verdau dienten zum 
einem dem erneuten Nachweis der gelungenen Ligation und zum anderem der Überprüfung, 
in welcher Orientierung sich die miRNA-Expressionskassetten im Plasmid befand, die durch 
ungerichtete Klonierung eingefügte wurde. Die jeweiligen erwarteten Größen der Verdau-
Produkte sind in Tabelle 13 angegeben.  
 
Tab. 13: Überblick über die Plasmide mit Größe der Verdau-Produkte entsprechend der 
     Orientierung der miRNA-Expressionskassetten. 
  
Plasmid 
Verdau-Produkt bei 
positiver Orientierung 
Verdau-Produkt bei 
negativer Orientierung 
pVGBlasd-miR-s 5500 – 1900 - 736 bp 7151 – 2284 - 736 bp 
pVGBlas∂bh (ohne Insert) 7553 - 736 bp 
 
Wie in Abbildung 33 zu sehen, schneidet XhoI das pVGBlasd-miRs dreimal. Bei dem 
Kontrolle pVGBlas∂bh schneidet das Restriktionsenzym nur zweimal und erzeugt Fragmente 
mit den Größen von 7553 bp und 736 bp (Abb. 33). Die Bildung aller sieben SECs wurde 
durch den Verdau bestätigt. In Abbildung 33 sind Beispiele für den Verdau der PVGBlasd-
miRs und pVGBlasdbh mit XhoI dargestellt. In Spur Nr. 4 zeigt, dass die miRNA-
Expressionskassette in Plasmid pVGBlasd-miR-N4-N4 in negative Orientierung befand.   
Abb. 32: Analytisches 
Agarosegel (1,75%ig) zur 
Demonstration der Kolonie-
PCR von pVGBlasd-miR-N4 
M: Marker  
nK: negative Kontrolle 
positive Klone: 2074 bp 
negative Klone: 94 bp 
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Alle sieben miRNA-Expressionskassetten konnten erfolgreich in den SIV-Shuttle-Vektor 
pVGBlas∂bh kloniert werden:  
pVGBLasd-miR-N4, pVGBLasd-miR-N4-N4, pVGBLasd-miR-H2, pVGBLasd-miR-H4, 
pVGBLasd-miR-N4-H2, pVGBLasd-miR-N4-H4, pVGBLasd-miR-neg 
 
4.6.1.2. Klonierung im HIV system  
 
Zuerst wurde das HIV Shuttle-Plasmid pGJ3-Puro mit dem Restriktionsenzym BstBI 
linearisiert. Danach wurde der verdaute Vektor dephosphoryliert, da es sich hier um eine 
ungerichtete Ligation handelte. Dadurch vermindert sich die Selbstligation des Vektors. Die 
entstehenden Überhänge nachdem das Verdau sind mit den Überhängen der verdauten 
PCR-Produkte kompatibel. Dadurch erfolgte anschließend die Ligation des pGJ3-Puro mit 
den miRNA-Expressionskassetten. 
Über Kolonie-PCR mit den Primern Kol-PCR-pGJ3-Puro-as und Kol-PCR-pPuro-as wurden 
anschließend erfolgreich ligierte Shuttle-Vektoren anhand der Größe der PCR-Produkte 
herausgesucht. Die Primer binden beide im Plasmid pGJ3-Puro, so dass auf jeden Fall ein 
PCR-Produkt entstehen kann (siehe Methoden 3.1.12.). Je nach Erfolg der Ligation 
entstanden jedoch PCR-Produkte unterschiedlicher Größe. Eine erfolgreiche Ligation zeigte 
sich nach der Gelelektrophorese durch eine Bandengröße von 2185 bzw 2340 bp. Die 
entsprechenden Shuttle-Vektoren werden im Folgenden als pGJ3-Puro-miR-(pre-miRNA-
Oligonukleotid) bezeichnet. In Abbildung 34 ist beispielhaft für die pGJ3-Puro-miR-H4 eine 
erfolgreiche Ligation (Bakterienklon 3,4 und 5) neben nicht erfolgreichen Ligation 
Abb. 33: Analytisches 
Agarosegel (1%ig) zur 
Demonstration der 
Kontrollverdau von pVGBlasd-
miRs 
Spur M: Marker  
Spur 1: pVGBlasd-miR-N4 
Spur 2: pVGBlasd-miR-H2 
Spur 3: pVGBlasd-miR-H4 
Spur 4: pVGBlasd-miR-N4-N4 
Spur 5: pVGBlasd-miR-N4-H2 
Spur 6: pVGBlasd-miR-N4-H4 
Spur 7: pVGBlasdbh(Kontrolle) 
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(Bakterienklon 2) zu sehen. Bei nicht erfolgreichen Ligationen war das PCR-Produkt 105 bp 
groß. 
 
   
 
Anschließend wurde die durch Minipräparation gewonnene Plasmid-DNA von pGJ3-Puro-
miRs mit Kontrollverdau mittels SpeI überprüft. Dieses Verdau dienten zum dem erneuten 
Nachweis der gelungenen Ligation. Wie teilweise in Abbildung AA zu sehen, schneidet SpeI 
der Plasmid viermal und erzeugt Fragmente mit den Größen von 6520 bp, 5207 bp, 1636 bp 
und 1255 bp. Bei der Kontrolle (pGJ3-Puro) schneidet das Restriktionsenzym dreimal und 
erzeugt Fragmente mit den Größen von 5893 bp, 5207 bp und 1636 bp (Abb. 35). In 
Abbildung 34 sind Beispiele für den Verdau der pGJ3-Puro-miR-H2-H2, pGJ3-Puro-H4-H4 
und pGJ3-Puro (als Kontrolle) mit Res.enzym SpeI dargestellt. 
 
                                 
 
 
Abb. 34: Analytisches 
Agarosegel (1,5%ig) zur 
Demonstration der Kolonie-
PCR von pGJ3-Puro-miR-H4 
M: Marker  
Spur 1: negative Kontrolle 
Spur 2: negativer Klon 
Spur 3.4 und 5: positive Klone 
positive Bande: 2185 bp 
negative Bande: 105 bp 
Abb. 35: Analytisches 
Agarosegel (1%ig) zur 
Demonstration der 
Kontrollverdau von pGJ3-Puro-
miRs 
Spur M: Marker  
Spur 1: pGJ3-Puro (Kontrolle) 
Spur 2: pGJ3-Puro-miR-H2-H2 
Spur 3: pGJ3-Puro-miR-H4-H4 
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Alle sieben miRNA-Expressionskassetten konnten erfolgreich in den HIV-Shuttle-Vektor 
pGJ3-Puro kloniert werden: 
pGJ3-Puro-miR-N4, pGJ3-Puro-miR-N4-N4, pGJ3-Puro-miR-H2, pGJ3-Puro-miR-H4, pGJ3-
Puro-miR-N4-H2, pGJ3-Puro-miR-N4-H4, pGJ3-Puro-miR-neg. 
 
4.6.1.3. Klonierung im MoMLV system  
 
Um die Klonierungen in MoMLV Shuttle-Plasmide  zu ermöglichen, wurde ein Verdau mit 
BstBI für pRVH1-Puro durchgeführt. Dadurch entstanden Überhänge, die mit den 
Überhängen der verdauten PCR-Produkte kompatibel sind. Auch hier wurde der  Vektor 
zusätzlich dephosphoryliert, da es sich ebenfalls um eine ungerichtete Ligation handelte. 
Der geschnittene und dephosphorylierte Vektor wurde mit Hilfe des Promega-Kits 
aufgereinigt. Anschließend erfolgte die Ligation des pRVH1-Puro mit der miRNA-
Expressionskassette. 
Über Kolonie-PCR mit den Primern Kol-PCR-pRVH1-s und Kol-PCR-pPuro-as wurden 
anschließend erfolgreich ligierte Shuttle-Vektoren anhand der Größe der PCR-Produkte 
herausgesucht. Die Primer binden beide im Plasmid pRVH1, so dass auf jeden Fall ein PCR-
Produkt entstehen kann. Je nach Erfolg der Ligation entstanden jedoch PCR-Produkte 
unterschiedlicher Größe. Eine erfolgreiche Ligation zeigte sich nach der Gelelektrophorese 
durch eine Bandengröße von 2202 bzw 2322 bp. Die entsprechenden Shuttle-Vektoren 
werden im Folgenden als pRVH1-Puro-miR-(pre-miRNA-Oligonukliotid) bezeichnet. In 
Abbildung 36 ist beispielhaft für die pRVH1-Puro-miR-N4-H2 eine erfolgreiche Ligation 
(Bakterienklon 2) neben mehreren nicht erfolgreichen Ligationen zu sehen. Bei nicht 
erfolgreichen Ligationen war das PCR-Produkt um 320 bp. 
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Die durch Minipräparation gewonnene Plasmid-DNA von pRVH1-Puro-miRs wurde 
anschließend durch einen Kontrollverdau mittels XhoI überprüft. Dieser Verdau diente zum 
dem Nachweis der gelungenen Ligation. Wie teilweise in Abbildung 36 zu sehen ist, 
schneidet XhoI das Plasmid zweimal und erzeugt Fragmente mit den Größen von 6432 bp, 
und 1888 bp. Bei der Kontrolle (pRVH1-Puro) schneidet das Restriktionsenzym einmal und 
erzeugt eine Bande mit der Größ von 6380 bp (Abb. 37). In Abbildung DD ist repräsentativ 
der Verdau von pRVH1-Puro-miR-H2 und pRVH1-Puro (als Kontrolle) mit XhoI dargestellt. 
 
                       
 
Die erhaltenen Fragmentgrößen der geschnittenen Plasmide entsprachen den 
Fragmentgrößen, die bei dem erfolgreichen Einbau der Plasmide erwartet wurden. Alle 
sieben miRNA-Expressionskassetten konnten erfolgreich in den MOMLV-Shuttle-Vektor 
pRVH1-Puro kloniert werden: 
pRVH1-Puro-miR-N4, pRVH1-Puro-miR-N4-N4, pRVH1-Puro-miR-H2, pRVH1-Puro-miR-H4, 
pRVH1-Puro-miR-N4-H2, pRVH1-Puro-miR-N4-H4, pRVH1-Puro-miR-neg 
Abb. 36: Analytisches 
Agarosegel (1,75%ig) der 
Kolonie-PCR von  
pVGBlasd-miR-N4-H2 
M: Marker  
nK: negative Kontrolle 
positive Klone: 2322 bp 
negative Klone: 320 bp 
Abb. 37: Analytisches 
Agarosegel (1,5%ig) von 
pRVH1-Puro-miR-H2 
M: Marker  
Spur 1: pRVH1-Puro-miR-H2 
Spur 2: pRVH1-Puro (Kontrolle) 
  
 
83           Ergebnisse 
 
Um sicher zu gehen, dass keine Mutationen in den pre-miRNA-Oligonukliotide-Sequenzen 
durch die Vermehrung der Plasmide in Bakterien eingebaut wurden, wurde die Sequenz der 
pre-miRNA-Oligonukliotide durch Sequenzierung überprüft. Dafür wurde zuerst eine PCR 
mittels Primer miR-s und miR-as durchgeführt (Abb. 38). Durch diese PCR wurde nur der 
Bereich der Pre-miRNA-Oligonukleotide amplifiziert. Die PCR-Produkte sind 280bp für 
einzel-pre-miRNA-Oligonukleotid-Sequenz und 430bp für Dual-pre-miRNA-Oligonukleotid-
Sequenz. 
 
Abb. 38: Analytische Agarosegelelektrophorese (1,75%ig) der PCR einzelner Shuttle-
  Plasmide mit verschiedenen miRNA-Expressionskassetten 
  A: pVGBlasd-miRs,   B: pGJ3-Puro-miRs,   C: pRVH1-Puro-miRs 
  Spur M: Marker  Spur 1: -miR-N4 Spur 2: -miR-H2  
   Spur 3: -miR-H4  Spur 4: -miR-N4-N4  Spur 5: -miR-N4-H2  
  Spur 6: -miR-N4-H4  Spur 7: -miR-neg  Spur 8: negative Kontrolle 
 
Die PCR-Produkte dienten als Matrize für Sequenzierungsansätze. Die Sequenzierungen 
zeigten, dass keinerlei Mutationen in den Zielsequenzen aufgetreten waren. 
 
4.6.2. Produktion von rekombinanten viralen Partikeln 
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Für die Produktion der rekombinanten MoMLV-Partikeln, die für die stabile Expression der 
verschiedenen miRNA benötigten sind, wurden zwei Zelllinien, die 293T- und die Phoenix-
Zellen für die Kotransfektion benutzt.  
 
Die für die stabile Expression der verschiedenen miRNA benötigten rekombinanten SIV- 
bzw. HIV-Partikel wurden mit Hilfe der 293T-Zellen produziert. Dafür war die Kotransfektion 
mehrerer Plasmide notwendig (Tab.14). 
 
Tab. 14: Plasmid in Abhängigkeit von der Zelllinien für die Kotransfektion mit PEI. 
 
Virales System Plasmide 
Zelllinie 
293T Phoenix 
MoMLV 
pRVH1-puro-miR + + 
pHitG (VSV-G) + + 
pVpack + - 
HIV 
pGJ3-puro-miR + 
 
pHitG (VSV-G) + 
 
SIV 
pVGBlast∆Bh-miR + 
 
pHitG (VSV-G) + 
 
pSgp∆2 + 
 
 
Für die Produktion der MoMLV-Viruspartikel in Phoenix-Zellen wurden der Shuttle-Vektor 
pRVH1-Puro-miR und das Verpackungsplasmid pHit-G transfiziert.  
 Für die Produktion der SIV- / MoMLV-Viruspartikel in 293T-Zellen wurden die zwei 
Verpackungplasmide pHit-G und pVpack, zusammen mit dem Shuttle-Vektor pVGBlas∂bh-
miR bzw. pRVH1-Puro-miR durch eine Transfektion mit PEI in die Zellen gebracht. Für die 
Produktion der HIV-Viruspartikel in 293T-Zellen wurden nur einen Verpackungplasmid pHit-G 
zusammen mit dem Shuttle-Vektor pGJ3-Puro-miR transfiziert (siehe Methoden 3.4.2.).  
 Durch die Expression von EmGFP, das sich in der miRNA-Expressionskassette bzw.  im 
Shuttle-Plasmide befindet, konnte die Transfektionseffizienz überprüft werden. Dazu wurden 
48 h nach der Transfektion die Zelllinien unter dem Fluoreszenz-mikroskop begutachtet 
(Abb. 39).  
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Auch wenn hier von Transfektionseffizienz gesprochen wird, muss beachtet werden, dass 
die Expression des EmGFPs in Dual-pre-miRNA-Expressionskassetten schwächer als in 
Einzel-pre-miRNA-Expressionskassetten ist. Auch die unter dem Fluoreszenzmikroskop 
leuchtenden Zellen sind vermutlich nicht nur Ergebnis der Expression des 
transfiziertenShuttle-Vektors, sondern auch Ergebnis der Expression des transduzierten 
EGFP-Genes, durch bereits gebildete Virus-Partikeln. 
Die Überstände, welche die von den Zellen produzierten SIV-, HIV-  und MoMLV-
Viruspartikel enthalten, wurden 48 h nach der Transfektion abgenommen, von Zellresten 
befreit und bis zur Transduktion bei -80 °C gelager t. Die so hergestellten Viruspartikel 
wurden mit SIV-miRs / HIV-miRs und MoMLV-miRs bezeichnet. 
 
4.6.3. Transduktion der Zelllinien mit rekombinanten viralen Partikeln 
 
Für eine stabile Expression der miRNAs mussten die entsprechenden miRNA-
Expressionskassetten in das Genom der Zielzellen integriert werden. Dies erfolgte durch die 
Transduktion der Zellen mit den MoMLV-miR / SIV-miR oder HIV-miR Überständen, die 
durch Kotransfektion der o.g. Plasmide produziert worden waren. Durch die Selektion mit 
Puromycin sollten anschließend homogen miRNA-exprimierende Zelllinien erhalten werden. 
Für die Transduktion wurden die 293T-Zellen in 6-Well-Plattenkultiviert und mit den 
entsprechenden Virusüberständen transduziert. Dabei wurden die Zellen 6 h den 
Viruspartikeln ausgesetzt, anschließend wurde das Medium gewechselt. Nach 48 h wurde  
Abb. 39: 
Fluoreszenzmikroskopische 
Analyse der 293T-Zellen 48 
Stunden nach Kotransfektion  
A: Fluoreszenzbild  
B: Durchlichtbild  
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die Transduktionseffizienz am Fluoreszenzmikroskop überprüft. Es konnten keine 
transduzierten Zellen beobachtet werden, so dass die Transduktionseffizienz 0% betrug. Als 
nächstes wurde überprüft, ob die Transduktionseffizienz durch eine längere Inkubationszeit 
von ca. 14 h und durch den Einsatz von Polybrene (5 µg/ml Endkonzentration) erhöht 
werden konnte. Auch bei diesen Versuchen konnte keine einzige grün leuchtende Zelle im 
Fluoreszenzmikroskop gefunden werden. Daher wurde geprüft, ob die Zellen überhaupt eine 
Selektion mittels Puromycin überleben könnten. Es zeigte sich, dass die transduzierten 
Zellen sich nach der Selektion abkugelten und nicht überleben, und damit der Bildung einer 
stabilen miRNA-exprimierenden Zelllinie nicht zur Verfügung standen. Dieses Zellsterben 
war unabhängig von der Art der Viruspartikeln während der Transduktion. 
 
4.7. Mykoplasmentest 
 
Aufgrund der Fähigkeit der Mykoplasmen, die Infektionsrate und die, Virusproliferation 
extrem negativ zu beeinflussen, können Mykoplasmen die Bedingungen für Experimente 
erheblich verschlechtern. Leider ist selbst bei einer hohen Mycoplasmenlast (108/ ml) keine 
Medientrübung wie bei anderen Bakterienstämmen erkennbar. Deshalb wurde in 
regelmäßigen Abständen ein Mycoplasmentest durchgeführt. 
 
4.7.1. Nachweis durch DNA Färbung 
 
Es wurde in regelmäßigen Abständen ein Mycoplasmentest unter Verwendung des 
Fluoreszenzfarbstoffes Hoechst 3033 durchgeführt und unter dem Fluoreszenzmikroskop 
ausgewertet. 
Die Kulturen wiesen in allen getesteten Fällen keine Mycoplasmen auf, d.h. es gab außer im 
Zellkern keine angefärbte DNA (Abb. 40). Im Fall einer Kontamination wären unter 
mikroskopischer Kontrolle leuchtende Punkte oder Schlieren im Zytoplasma und den 
Zellzwischenräumen zu beobachten gewesen. 
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Abb.40: Immunfluoreszenz eines negativen Mycoplasmentest  mittels DNA- 
  Farbstoff Hoechst 3033. Darstellung gefärbter Zellkerne. 
 
4.7.2. Nachweis durch PCR 
 
Da bei leichten Kontaminationen mittels DNA Färbung die Mykoplasmen nicht beweisen 
könnte, wurden die Kulturen auch mittels PCR überprüft. Dafür wurde eine PCR mit 
Mykoplasmen spezifischen Primern durchgeführt (Wong-Lee und Lovett, 1993; Elderling et 
al, 2004). Als Template wurden entweder die cDNA die nach RNA-Isolierung und reverser 
Transkription gebildet, oder intakte Zellkulturen eingesetzt. 
Ein Beispiel der Ergebnisse dieser PCR ist in Abbildung 41 exemplarisch dargestellt. Bei 
einem Vorhandensein von Mykoplasmen-cDNA sollte ein PCR-Produkt mit einer Größe von 
400-500 bp, je nach Mykoplasmenart entstehen (TANG et al. 2000). Die Kulturen wiesen in 
allen getesteten Fällen keine Mycoplasmen auf. 
                   
Abb. 41: Analytisches 
Agarosegel (2%ig) zur 
Demonstration der 
Mykoplasmen-PCR. Die 
cDNA wurde mit den 
universellen Mykoplasmen-
Primern MP s und MP as 
amplifiziert. 
Spur M: Marker 
Spur 1: Probe 
Spur pk: positive Kontrolle 
Spur nK: negative Kontrolle 
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4.8. RNAi-Effekt bei einer akuten MV-Infektion 
 
Die humane Zelllinie 293T wurde als Modellsystem der akuten Masernvirusinfektion 
verwendet. Diese Zelllinie eignet sich gut für die geplanten Versuche, da sie eine besonders 
gute Transfektionseffizienz aufweisen und durch Masernvirus infizierbar sind. Der 
Versuchsaufbau war für alle eingesetzten miRNA-Expressionsplasmide gleich: Die Zellen 
wurden mittels Lipofectamin 2000 transfiziert, 24 Stunden nach der Transfektion erfolgte die 
akute Infektion mit MV. Und  48 Stunden nach der Transfektion wurden die Proben für die 
Analyse auf Protein- und mRNA-Ebene sowie für die Plaqueassays abgenommen. Als 
Positivkontrollen dienten einerseits infizierte 293T-Zellen die nicht transfiziert wurden, 
anderseits 293T-Zellen transfiziert mit der scramble Sequenz (pmiR-neg). Als 
Negativkontrolle dienten uninfizierte 293T-Zellen.  
 
4.8.1. MV-Genexpression auf mRNA-Ebene in miRNA-behandelte 
Zelllinie 
 
Für die Messung der MV H- und N-Gen spezifischen mRNA-Menge wurde 48 h nach der 
Infektion bzw. 72 h nach der Transfektion die Gesamt-RNA der Zellen isoliert und im Zuge 
der reversen Transkription in  mit oligo dT18 Primern in cDNA umgeschrieben. Anschließend 
erfolgte die qRT-PCR im LighCycler bei der über die Zunahme von doppelsträngiger DNA 
Rückschlüsse auf die Menge an eingesetzter cDNA und damit auch auf die mRNA-Menge 
der MV-N und H Gene gezogen werden konnten (siehe Methoden 3.8.3.3). Die RT-PCRs 
waren bei allen transfizierten Zellen sowie der Positiv-Kontrolle, positiv für N und für H. Die 
Schmelzkurven, sowie die Gelelektrophorese bestätigten dies. Als Kontrolle der RNA-
Isolation und als Bezugsgröße für die isolierte RNA-Menge von den Zellen wurde bei jeder 
qRT-PCR auch die Anzahl der ß-Aktin Transkripte bestimmt. Anschließend wurden die 
mRNA-Mengen der infizierten und transfizierten 293T-Zellen und der Kontrollen bestimmt. 
Bei den Negativkontrollen konnte die erfolgreiche RNA-Isolation über die qRT-PCR von ß-
Aktin, aber wie erwartet keine virale mRNA nachgewiesen werden. Daher sind diese in dem 
Balkendiagramm und Table mit 0 % angegeben. 
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4.8.1.1. Plasmid mit einzelner pre-miRNA-Sequenz 
 
4.8.1.1.1. miRNA gegen MV-N-Gen 
 
Zunächst wurden die 6 verschiedenen pre-miRNA-Oligonukleotid-Sequenzen gegen MV-N-
Gen als einzelne Kopien mittels Lipofectamin 2000 transfiziert um die Sequenzen, die ein 
besonders hohe MV-N-mRNA Reduktion bringen, zu ermitteln. Dazu wurden die mRNA-
Mengen der einzelnen  293T-Zellpopulationen bestimmt und mit der Anzahl der ß-Aktin 
Transkripte normalisiert. Anschließend wurden die mRNA-Mengen der mit den miRNA-
Expressionsplasmiden transfizierten Zellen miteinander ins Verhältnis gesetzt (Abb. 42).  
 
 
 
Abb. 42: Die relative Menge an N-spezifischer mRNA in akut infizierten 293T-Zellen 48h 
  nach Transfektion der miRNA-Expressionsplasmide gegen das N-Gen. 
 
Wie in Abbildung 42 zu sehen ist, schwanken die relativen Mengen an N-spezifischer mRNA 
innerhalb der 6 verschiedenen miRNA-Expressionplasmide sehr, so dass eine Aussage zu 
Effizienz den verschiedenen Plasmide getroffen werden konnte. Die stärkste Reduktion von 
N-spezifischer mRNA wurde durch die Exprssion der miRNA-N10 erreicht. Es wurde mit den 
pmiR-N10 und pmiR-N4 weiter gearbeitet. 
 
4.8.1.1.2. miRNA gegen MV-H-Gen 
 
Genauso wie in 4.8.1.1.1 wurden die 2 verschiedenen pre-miRNA-Oligonukleotid-Sequenzen 
gegen das MV-H-Gen untersucht (Abb. 43).  
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Abb. 43: Die relative Menge an H-spezifischer mRNA in akut infizierten 293T-Zellen 48h 
  nach Transfektion der miRNA-Expressionsplasmide gegen das H-Gen. 
 
Wie in Abbildung 43 zu sehen ist, liegen die relativen Mengen an H-spezifischer mRNA 
innerhalb der 2 verschiedene miRNA-Expressionplasmide nah von einander, so dass keine 
Aussage zu Effizienz den verschiedene Plasmide getroffen werden konnte. 
 
4.8.1.2. Plasmid mit verkettenden pre-miRNA-Sequenzen 
 
Durch die Verkettung von mehreren pre-miRNA Sequenzen hintereinander in einem Vektor 
könnten mehrere miRNAs mit gleiche oder unterschiedliche Sequenzen in einem 
Transkriptionsschritt synthetisiert werden, dadurch wird die Anzahl der transkripierten 
miRNAs in den Zellen erhöht, ohne das eine erhöhte Molekülzahl der transfizierten DNA in 
die Zellen eingebracht werden muss. 
 
4.8.1.2.1. miRNA gegen MV-N-Gen 
 
Hier wurde der Effekt von pre-miRNA-Sequenzen (N4) und (N10) in verschiedenen 
Konstruktionen und Kopiezahlen in MV-infizierten 293T-Zellen ausgetestet. 
Im Diagramm (Abb.44 / 45) wurde die Menge an N-spezifischer mRNA im relativen Vergleich 
zueinander dargestellt. Die Menge der N-spezifischen mRNA der untransfizierten infizierten 
Positivkontrolle wurde als 100% festgesetzt. 
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Abb. 44: Die relative Menge an N-spezifischer mRNA in 293T-Zellen [%] 48h nach Infektion 
    bzw. 72h nach Transfektion der miRNA-Expressionsplasmide  
    pmiR-N4, pmiR-N4(2), pmiR-N4(4) pmiR-N4(8), pmiR-neg (blau).  
    Die Positivkontrolle zeigt die Menge an N-spezifischer mRNA von untransfizierten, 
    aber MV infizierten Zellen (als Referenzwert auf 100 % gesetzt (rot)).  
 
 
 
Abb. 45: Die relative Menge an N-spezifischer mRNA in 293T-Zellen [%] 48h nach Infektion 
    bzw. 72h nach Transfektion der miRNA-Expressionsplasmide  
    pmiR-N10, pmiR-N10(2), pmiR-N10(4), pmiR-N10(8), pmiR-neg (blau).  
    Die Positivkontrolle zeigt die Menge an N-spezifischer mRNA von untransfizierten, 
    aber MV infizierten Zellen (als Referenzwert auf 100 % gesetzt (rot)).  
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Die prozentuale Auswertung in Bezug auf die vorhandene Menge an N-spezifischer mRNA 
innerhalb der transfizierten 293T-Zellen wurde in Tabelle 15 dargestellt. 
 
Tab. 15: Relative Menge an N-spezifischer mRNA in 293T-Zellen [%], die mit den miRNA-
     Expressionsplasmiden gegen N transfiziert wurden, sowie der entsprechenden 
     Prozentzahl der MV-N- mRNA-Reduktion.  
 
 
Die Tabelle 15 und die Abbildungen 44 und 45 zeigen, dass die Expression der pmiR-
N4(1,2,4 und 8) und pmiR-N10(1,2,4 und 8) zu einer Reduktion der viralen N-spezifischen 
mRNA von MV-infizierten 293T-Zellen führt. Die stärkste Reduktion von N-spezifischer 
mRNA wurde durch die Exprssion der miRNA-N10 erreicht. Diese Reduktion steigt mit der 
Kopienzahl der pre-miRNA-Oligonukleotid-Sequenzen in den transfizierten Plasmiden. 
 
4.8.1.2.2. miRNA gegen MV-H-Gen 
 
Hier wurde der Effekt von pre-miRNA-Sequenzen (H2) in verschieden Kopiezahl in MV-
infizierten 293T-Zellen ausgetestet. Im Diagramm (Abb. 46) wurde die Menge an H-
spezifischer mRNA im relativen Vergleich zueinander dargestellt. Die Menge der H-
spezifischen mRNA der  untransfizierten, infizierten Positivkontrolle wurde als 100% 
festgesetzt. 
 
Transfizierte 
293T-Zellen 
Relative 
mRNA-Menge 
[%] 
Reduktion der 
mRNA-Menge 
[%] 
transfizierte 
293T-Zellen 
Relative 
mRNA-
Menge [%] 
Reduktion 
der mRNA-
Menge [%] 
p.K 100,0+/
-
 27,0 0,0 p.K 100,0+/
-
32,0 0,0 
pmiR-N4 51,9+/
-
 16,0 48,1 pmiR-N10 10,4+/
-
 2,9 89,6 
pmiR-N4(2) 31,5+/
-
 10,0 68,5 pmiR-N10(2) 6,2+/
-
 0,4 93,8 
pmiR-N4(4) 24,7+/
-
8,0 75,3 pmiR-N10(4) 3,9+/
-
0,8 96,1 
pmiR-N4(8) 25,3+/
-
9,0 74,7 pmiR-N10(8) 6,2+/
-
1,13 93,8 
pmiR-neg 115,1+/
-
49,0 0,0 pmiR-neg 42,0+/
-
19,0 58,0 
n.K 0,0+/
-
 0,0 0,0 n.K 0,0+/
-
 0,0 0,0 
  
 
93           Ergebnisse 
 
 
Abb. 46: Die relative Menge an H-spezifischer mRNA in 293T-Zellen [%] 48h nach Infektion 
     bzw. 72h nach Transfektion der miRNA-Expressionsplasmide  
     pmiR-H2, pmiR-H2(2), pmiR-H2(4), pmiR-H2(8), pmiR-neg (blau).  
     Die Positivkontrolle zeigt die Menge an H-spezifischer mRNA von untransfizierten, 
     aber MV infizierten Zellen (als Referenzwert auf 100 % gesetzt (rot)).  
 
Die prozentuale Auswertung in Bezug auf die vorhandene Menge an H-spezifischer mRNA 
innerhalb der transfizierten 293T-Zellen wurde in Tabelle 16 dargestellt. 
 
Tab. 16: Relative Menge an H-spezifischer mRNA in 293T-Zellen [%], die mit den miRNA-
    Expressionsplasmiden transfiziert wurden, sowie der entsprechenden Prozentzahl 
    der MV-H- mRNA-Reduktion. 
     
transfizierte 
293T-Zellen 
Relative mRNA-Menge 
[%] 
Reduktion der 
mRNA-Menge 
[%] 
p.K 100,0 +/
-
31,0 0,0 
pmiR-H2 15,0 +/
-
3,0 85,0 
pmiR-N2(2) 13,5 +/
-
1,0 86,5 
pmiR-H2(4) 11,6 +/
-
3,0 88,4 
pmiR-H2(8) 14,7 +/
-
4,0 85,3 
pmiR-neg 139,0 +/
-
62,0 0,0 
n.K 0,0 +/
-
 0,0 0,0 
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Wie in Tab.16. und Abb. 46. zu sehen, konnte die MV-H-mRNA-Menge durch die Expression 
von miRNA-H2 in transfizierten Zellen bis zu 88,4 % (pmiR-H2(4) verringert werden. Durch 
die steigende Kopiezahl des exprimierende miRNA konnte keine entscheidende Erhöhung 
der Reduktion der MV-H-mRNA erreicht werden. 
 
4.8.1.2.3. miRNA gegen MV-H- und MV-N-Gen 
 
Hier wurde der Effekt von pre-miRNA-Sequenzen gegen zwei verschiedene Gene (MV-N-
Gen und MV-H-Gen) in verschieden Konstruktionen in MV-infizierten 293T-Zellen 
ausgetestet. Im Diagramm (Abb. 47/48) wird die Menge an N- und H-spezifischer mRNA im 
relativen Verhältnis zueinander dargestellt. Die Menge der N- bzw. H-spezifischen mRNA der  
untransfizierten, infizierten Positivkontrolle wurde als 100% festgesetzt. 
 
 
 
Abb. 47: Die relative Menge an N-spezifischer mRNA in 293T-Zellen [%] 48h nach Infektion 
     bzw. 72h nach Transfektion der miRNA-Expressionsplasmide  
     pmiR-N4-H2, pmiR-N4-H4, pmiR-neg (blau).    
     Die Positivkontrolle zeigt die Menge an N-spezifischer mRNA von untransfizierten,  
     aber MV infizierten Zellen (als Referenzwert auf 100 % gesetzt (rot)).  
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Abb. 48: Die relative Menge an H-spezifischer mRNA in 293T-Zellen [%] 48h nach Infektion  
     bzw. 72h nach Transfektion der miRNA-Expressionsplasmide  
     pmiR-N4-H2, pmiR-N4-H4,  pmiR-neg (blau)    
     Die Positivkontrolle zeigt die Menge an H-spezifischer mRNA von untransfizierten, 
     aber MV infizierten Zellen (als Referenzwert auf 100 % gesetzt (rot)).  
 
Die prozentuale Auswertung in Bezug auf die vorhandene Menge an N-bzw. H-spezifischer 
mRNA innerhalb der transfizierten 293T-Zellen wurde in Tabelle 17 dargestellt. 
 
Tab. 17: Relative Menge an N- und H-spezifischer mRNA in 293T-Zellen [%], die mit den o.g. 
   miRNA-Expressionsplasmiden transfiziert wurden, sowie der Prozentzahl der MV-N- 
   und MV-H- mRNA-Reduktion. 
  
Transfizierte 
293T-Zellen 
Relative 
MV-N-mRNA 
Menge [%] 
Reduktion der  
MV-N-mRNA-
Menge [%] 
Relative  
MV-H-mRNA 
Menge [%] 
Reduktion 
der MV-H-
mRNA 
Menge [%] 
p.K 100,0 +/
- 
7,0 0,0 100,0 +/
- 
23,0 0,0 
pmiR-N4-H2 43,6 +/
- 
4,0 56,4 7,3 +/
- 
2,0 92,7 
pmiR-N4-H4 38,3 +/
- 
15,0 61,7 9,4 +/
- 
3,0 90,6 
pmiR-neg 189,0 +/
- 
35,0 0,0 130 +/
- 
45,0 0,0 
n.K 0,0 +/
-
 0,0 0,0 0,0 +/
-
 0,0 0,0 
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Wie  Tab. 17 im Vergleich mit Tab. 16 und Tab. 15 zeigt, wurde der RNAi Effekt gegen die 
virale N-mRNA bzw. die virale H-mRNA erhöht, wenn zwei verschiedene miRNAs gegen MV-
N-Gen und MV-H-Gen in MV-infizierten Zellen coexprimiert wurden. 
 
4.8.1.3. Nachweis des miRNA-Effektes auf die mRNAs aller MV-
Gene 
 
4.8.1.3.1. miRNA gegen MV-H-Gen 
 
Hier wurde der Effekt der MV-H spezifischen miRNA (pmiR-H2(8)) auf die Expression aller 
MV spezifischen mRNAs ininfizierten 293T-Zellen ausgetestet. Im Diagramm 49  wurde die 
Menge an MV-spezifischer mRNAs im relativen Vergleich zur Positivkontrolle dargestellt. Die 
Menge der einzelnen viralen mRNAs der  untransfizierten, infizierten Positivkontrolle wurde 
als 100% festgesetzt. 
 
 
 
Abb. 49: Die relative Menge an aller MV-spizifischen-mRNAs 
   „Blau“ Die Positivkontrolle (als Referenzwert jeweils auf 100 % gesetzt) zeigt die 
   Menge an MV-spizifischen-mRNAs von untransfizierten, aber MV infizierten             
             Zellen. „Rot“ Die relative Menge an MV-spizifischen-mRNAs von pmiR-H2(8)     
             transfizierten und MV infizierten Zellen. 
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Die prozentuale Auswertung in Bezug auf die vorhandene Menge an spezifischer MV-
mRNAs innerhalb der transfizierten 293T-Zellen wurde in Tabelle 18 dargestellt. 
 
Tab. 18: Relative Menge an viraler mRNA in 293T-Zellen [%], die mit MV-H spezifischen 
     miRNA (pmiR-H2(8))  transfiziert wurde, sowie der entsprechenden Prozentzahl 
     der MV-H- mRNA-Reduktion. 
    
MV-mRNA 
Relative mRNA-Menge 
[%] 
Reduktion der 
mRNA-Menge 
[%] 
N 90,0 10,0 
P 114,00 0,0 
M 93,0 7,0 
F 82,0 18,0 
H 8,8 91,2 
L 83,0 17,0 
 
Wie in Abb. 49 und Tab. 18 zu sehen, wurde durch die Expression von MV-H spezifischen 
miRNA (pmiR-H2(8)) in MV-Infizierten Zellen die Expression von MV-H-mRNA um 91,2% 
reduziert, während die Expression der anderen viralen mRNAs kaum beeinträchtigt wurde.   
 
4.8.1.3.2. miRNA gegen MV-N-Gen 
 
In diesem Versuch wurde der Effekt der MV-N spezifischen miRNA (pmiR-N10(8)) auf die 
Expression aller MV spezifischen mRNAs in infizierten 293T-Zellen ausgetestet. Im 
Diagramm 50 wurde die Menge an MV-spezifischer mRNAs im relativen Vergleich zur 
Positivkontrolle dargestellt. Die Menge der viralen mRNAs der  untransfizierten, aber 
infizierten Positivkontrolle wurde jeweils als 100% festgesetzt. 
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Abb. 50: Die relative Menge an aller MV-spizifischen-mRNAs 
   „Blau“ Die Positivkontrolle (als Referenzwert jeweils auf 100 % gesetzt) zeigt die 
   Menge an MV-spizifischen-mRNAs von untransfizierten, aber MV infizierten             
              Zellen. „Rot“ Die relative Menge an MV-spizifischen-mRNAs von pmiR-N10(8)   
              transfizierten und MV infizierten Zellen. 
 
Die prozentuale Auswertung in Bezug auf die vorhandene Menge an spezifischer MV-
mRNAs innerhalb der transfizierten 293T-Zellen wurde in Tabelle 19 dargestellt. 
 
Tab. 19: Relative Menge an H-spezifischer mRNA in 293T-Zellen [%], die mit den miRNA-
    Expressionsplasmiden transfiziert wurden, sowie der entsprechenden Prozentzahl 
    der MV-H- mRNA-Reduktion. 
MV-mRNA 
Relative mRNA-Menge 
[%] 
Reduktion der 
mRNA-Menge 
[%] 
N 0,19 99,81 
P 1,9 98,1 
M 1,8 98,2 
F 1,5 98,5 
H 1,6 98,4 
L 1,0 99 
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Wie in Abb. 50 und Tab. 19 zu sehen, wurde durch die Expression von miRNA gegen MV-N-
Gen in MV-Infizierten Zellen nicht nur die Expression von virale N-mRNA ausgeschaltet, 
sondern auch alle andere 5 virale mRNAs.     
 
4.8.2. Nachweis der MV-Partikeln in miRNA-behandelte  Zelllinien 
   
Durch Plaque-Assay wurde die Reduktion an neu gebildeten infektiösen Viruspartikeln, 
welche die spezifische miRNA gegen MV-N oder MV-H exprimiert, überprüft. 
 
4.8.2.1. Nachweis der neu gebildeten MV-Partikeln in miRNA-
behandelte Zelllinie 
 
Für diesen Test wurden die miRNA-behandelten Zelllinien mit MV Edmonston infiziert. 48 
Stunden nach der Infektion wurden die virushaltige Überstände abgenommen. Die 
Überstände wurden für die Durchführung des Plaque-Assay auf Vero-CCl81 Zelllinie 
eingesetzt (siehe Methoden 3.7.2.) und die Zahl an neu gebildeten infektiösen Viruspartikeln 
bestimmt. Als Positivkontrolle wurden virushaltige Überstände von MV-infizierten Zellen, 
welche nicht mit miRNA behandelt wurden, verwendet. Die Positivkontrolle wurde als 100% 
festgesetzt. Als Negativkontrolle wurden die Überstände von uninfizierten Zellen verwendet, 
aber diese zeigten wie erwartet keine neugebildeten infektiöse Viruspartikeln. Daher sind 
diese in dem Balkendiagramm und Table mit dem Wert 0 % angegeben. 
 
4.8.2.1.1. miRNA gegen MV-N-Gen 
 
Es wurde hier der Effekt von N-spezifischen pre-miRNA-Sequenzen (N4 und N10) in 
verschiedenen Konstruktionen und Kopienzahlen in MV-infizierten 293T-Zellen ausgetestet. 
In den Diagrammen 51 und 52 wurde die Anzahl der Plaques relativ zur Positivkontrolle 
dargestellt. Die Positivkontrolle wurde als 100% festgesetzt. 
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Abb. 51: Die relative Anzahl der Plaques [%]  von Überstände der MV infizierten 293T-Zellen 
    48h nach Infektion bzw. 72h nach Transfektion der miRNA-Expressionsplasmide 
    pmiR-N4, pmiR-N4(2), pmiR-N4(4), pmiR-N4(8) und pmiR-neg (blau).   
    Die Anzahl der Plaques der Positivkontrolle (der Überstand von  untransfizierten, 
    MV-infizierte Zellen) wurde als Referenzwert auf100 % gesetzt (rot). 
 
 
 
Abb. 52: Die relative Anzahl der Plaques [%] von Überstände der MV infizierten  293T-Zellen 
    48h nach Infektion bzw. 72h nach Transfektion der miRNA-Expressionsplasmide 
    pmiR-N10, pmiR-N10(4), pmiR-N10(8) und pmiR-neg (blau).  
    Die Anzahl der Plaques der Positivkontrolle (der  Überstand von untransfizierten,  
    MV-infizierte Zellen) wurde als Referenzwert auf 100 % gesetzt (rot). 
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Die prozentuale Auswertung in Bezug auf die vorhandene Anzahl der Plaques des 
Überstandes der transfizierten 293T-Zellen wurde in Tabelle 20 dargestellt. 
 
Tab. 20: Relative Anzahl der Plaques von Überstände der 293T-Zellen [%], die mit den 
     miRNA-Expressionsplasmiden transfiziert wurden, sowie der entsprechenden 
     Prozentzahl der Plaques-Anzahl-Reduktion. 
  
 
 
Der Tabelle 20 und den Abbildungen 51 und 52 kann entnommen werden, dass die 
Expression der N-spezifischen Sequenz pmiR-N4 und pmiR-N10 zu einer Reduktion der neu 
gebildeten infektiösen Viruspartikeln in MV-infizierten 293T-Zellen führt. Die stärkste 
Reduktion wurde durch die Exprssion der miRNA-N10 erreicht. Diese Reduktion steigt mit 
der Kopienzahl der pre-miRNA-Oligonukleotid-Sequenzen des transfizierten Plasmids.  
 
4.8.2.1.2. miRNA gegen MV-H-Gen 
 
Es wurde hier der Effekt der H-spezifischen pre-miRNA-Sequenzen (H2) in verschiedenen 
Konstruktionen und Kopienzahl in MV-infizierten 293T-Zellen ausgetestet. 
Im Diagramm 53 wurde die Anzahl der Plaques im relativen Vergleich zur Positivkontrolle 
dargestellt. Die Positivkontrolle wurde als 100% festgesetzt. 
 
Plasmid 
Relative 
Anzahl der 
Plaques [%] 
Reduktion der 
Plaques-
Anzahl [%] 
Plasmid 
Relative 
Anzahl der 
Plaques [%] 
Reduktion 
der Plaques-
Anzahl [%] 
p.K 100,0 +/
- 
31,0 0,0 p.K 100,0 +/
-  
21 0,0 
pmiR-N4 117,0 +/
- 
26,0 0,0 pmiR-N10 0,75 +/
- 
0,6 99,25 
pmiR-N4(2) 96,0 +/
-
 1,0 4,0 pmiR-N10(4) 0,75 +/
-
 0,6 99,25 
pmiR-N4(4) 82,0 +/
- 
14,0 18,0 pmiR-N10(8) 0,08 +/
-
 0,8 99,92 
pmiR-N4(8) 44,0 +/
- 
11,0 46,0 pmiR-neg 29,0 +/
- 
13,0 71,0 
pmiR-neg 23,0 +/
- 
1,8 77,0 n.K 0,0 +/
- 
0,0 0,0 
n.K 0,0 +/
-
 0,0 0,0 
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Abb.53: Die relative Anzahl der Plaques [%] aus Überständen der MV infizierten 293T-Zellen 
   48h nach Infektion bzw. 72h nach Transfektion der miRNA-Expressionsplasmide 
   pmiR-H2, pmiR-H2(2), pmiR-H2(4), pmiR-H2(8) und pmiR-neg (blau).  
   Die Anzahl der Plaques der Positivkontrolle (der Überstand von  untransfizierten, 
   MV-infizierten Zellen) wurde als Referenzwert auf 100 % gesetzt (rot). 
 
Die prozentuale Auswertung der vorhandenen Anzahl der Plaques innerhalb der 
transfizierten 293T-Zellen wurde in Tabelle 21 dargestellt. 
 
Tab. 21: Relative Anzahl der Plaques von Überstände der 293T-Zellen [%], die mit den 
     miRNA-Expressionsplasmiden transfiziert wurden, sowie der entsprechenden 
     Prozentzahl der Plaques-Anzahl-Reduktion. 
  
Plasmid 
Relative Anzahl der 
Plaques [%] 
Reduktion der 
Plaques-Anzahl 
[%] 
p.K 100,0 +/
-
 31,0 0,0 
pmiR-H2 6,4 +/
-
 1,4 93,6 
pmiR-H2(2) 6,9 +/
-
 2,9 93,1 
pmiR-H2(4) 2,4 +/
-
 0,7 97,6 
pmiR-H2(8) 6,4 +/
-
 0,7 93,6 
pmiR-neg 23,0 +/
-
 1,8 77,0 
n.K 0,0 +/
-
 0,0 0,0 
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Wie in Tabelle 21 und Abbildung 53. zu sehen ist, konnte die Anzahl der neu gebildeten 
infektiösen Viruspartikel durch die Transfektion von miRNA-H2 Konstrukten in die Zellen um 
bis zu 97,6 % (pmiR-H2(4)) verringert werden. Durch die steigende Kopienzahl der 
expremierten miRNA konnte keine erhöhte Reduktion der Plaques-Anzahl erreicht werden.  
 
 
4.8.2.1.3. miRNA gegen MV-H- und MV-N-Gen 
 
 
 
Abb. 54: Die relative Anzahl der Plaques [%] von Überständen MV infizierter 293T-Zellen 
     48h nach Infektion bzw. 72h nach Transfektion der miRNA-Expressionsplasmide 
     pmiR-N4-H2, pmiR-N4-H4 und pmiR-neg (blau).  
     Die Anzahl der Plaques der Positivkontrolle (der Überstand von untransfizierten, 
     MV-infizierten Zellen) wurde als Referenzwert auf 100 % gesetzt (rot). 
 
Die prozentuale Auswertung in Bezug auf die vorhandene Anzahl der Plaques innerhalb der 
transfizierten 293T-Zellen wurde in Tabelle 22 dargestellt. 
 
 
 
 
Tab. 22: Relative Anzahl der Plaques von Überstände der 293T-Zellen [%], die mit  
  
 
104           Ergebnisse 
    verschiedenen miRNA-Expressionsplasmiden transfiziert wurden, sowie der    
    entsprechenden Prozentzahl der Plaques-Anzahl-Reduktion. 
  
Plasmid 
Relative Anzahl der 
Plaques [%] 
Reduktion der 
Plaques-Anzahl 
[%] 
p.K 100,0 +/
-
 11,0 0,0 
pmiR-N4-H2 18,0 +/
-
 12,0 93,6 
pmiR-N4-H4 73,0 +/
-
 24,0 93,1 
pmiR-neg 55,0 +/
-
 28,0 77,0 
n.K 0,0   +/
-
 0,0 0,0 
 
Wie in Tab. 22 im Vergleich mit Tab. 21 zu sehen ist, erhöht sich der RNAi Effekt durch die 
Coexpression von zwei verschiedenen miRNAs gegen MV-N-Gen und MV-H-Gen in MV-
infizierten Zellen nicht.  
 
4.8.2.2. Nachweis der Verbreitung der MV-Infektion in miRNA-
behandelten Zelllinien 
 
In diesem Versuch wurden die miRNA-behandelten Zellen (in 6-Well-Platte) direkt nach der 
MV-Infektion mit einem Agarose-Overlay überschichtet, für fünf Tage inkubiert und 
anschließend mit Neutralrotlösung gefärbt. Die Plaquezahl in miRNA-behandelte Zellen im 
Vergleich zu unbehandelten Zellen zeigte die Vermehrung des Virus bzw. deren Hemmung 
durch den Einsatz der miRNAs gegen die MV Gensequenzen. Als Positivkontrolle wurden 
MV-infizierte Zellen, welche nicht mit miRNA behandelt waren, eingesetzt. Die 
Positivkontrolle wurde als 100% festgesetzt. Als Negativkontrolle wurden die uninfizierte 
Zellen verwendet, die wie erwartet keine Plaques ausbildeten. Daher sind diese in dem 
Balkendiagramm und der Tabelle mit dem Wert 0 % angegeben. 
 
4.8.2.2.1. miRNA gegen H Gen 
 
Es wurde hier der Effekt der H-spezifischenpre-miRNA-Sequenzen (H2) in verschiedenen 
Konstruktionen und Kopienzahlen in MV-infizierten 293T-Zellen ausgetestet. 
Im Diagramm 55 wurde die Anzahl der Plaques im relativen Vergleich zur Positivkontrolle 
dargestellt. Die Positivkontrolle wurde als 100% festgesetzt. 
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Abb. 55: Die relative Anzahl der Plaques [%] in der infizierten 293T-Zellen 5 Tage nach 
     Infektion bzw. 7 Tage nach Transfektion der miRNA-Expressionsplasmide  
     pmiR-H2, pmiR-H2(4), pmiR-H2(8) und pmiR-neg (blau).  
     Die Anzahl der Plaques der Positivkontrolle (der Überstand von  untransfizierten, 
     MV-infizierten Zellen) wurde als Referenzwert auf 100 % gesetzt (rot) 
 
Die prozentuale Auswertung in Bezug auf die vorhandene Anzahl der Plaques innerhalb der 
transfizierten 293T-Zellen wurde in Tabelle 23 dargestellt. 
 
Tab. 23: Relative Anzahl der Plaques in der 293T-Zellen [%], die mit den miRNA-  
    Expressionsplasmiden transfiziert wurden, sowie der entsprechenden Prozentzahl 
    der Plaques-Anzahl-Reduktion. 
 
Plasmid 
Relative Anzahl der 
Plaques[%]  
Reduktion der 
Plaques-Anzahl 
[%] 
p.K 100,0 +/
-
 17,0 0,0 
pmiR-H2 22,0 +/
-
 10,0 78,0 
pmiR-H2(4) 20,0 +/
-
 5,7 80,0 
pmiR-H2(8) 21,0 +/
-
 3,0 79,0 
pmiR-neg 63,0 +/
-
 13,0 37,0 
n.K 0,0 +/
-
 0,0 0,0 
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Wie in Tab. 23 und Abb. 55. Zu sehen, konnte die Verbreitung des Virus durch die 
Expression von miRNA-H2 in den transfizierten Zellen um bis zu 80 % (pmiR-H2(4) 
verringert werden. Durch die steigende Kopien Anzahl des exprimierende miRNA konnte die 
Reduzierung der Plaques-Anzahl nicht weiter gesteigert werden.  
 
4.8.2.2.2. miRNA gegen N Gen 
 
Es wurde hier der Effekt von N-spezifischen pre-miRNA-Sequenzen (N4) und (N10) in 
verschieden Kopienzahl in MV-infizierten 293T-Zellen ausgetestet. 
In Diagramme 56 und 57 wurde die Anzahl der Plaques im relativen Vergleich zur 
Positivkontrolle dargestellt. Die Positivkontrolle wurde als 100% festgesetzt. 
 
 
 
Abb. 56: Die relative Anzahl der Plaques in der infizierten 293T-Zellen 5 Tage nach Infektion 
     bzw. 7 Tage nach Transfektion der miRNA-Expressionsplasmide  
     pmiR-N4, pmiR-N4(4), pmiR-N4(8) und pmiR-neg (blau).  
     Die Anzahl der Plaques der Positivkontrolle (der Überstand von  untransfizierten, 
     MV-infizierten Zellen) wurde als Referenzwert auf 100 % gesetzt (rot). 
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Abb. 57: Die relative Anzahl der Plaques in der infizierten 293T-Zellen 5 Tage nach Infektion 
     bzw. 7 Tage nach Transfektion der miRNA-Expressionsplasmide  
     pmiR-N10, pmiR-N10(4), pmiR-N10(8) und pmiR-neg (blau).  
     Die Anzahl der Plaques der Positivkontrolle (der Überstand von  untransfizierten, 
     MV-infizierten Zellen) wurde als Referenzwert auf 100 % gesetzt (rot). 
 
Die prozentuale Auswertung in Bezug auf die vorhandene Anzahl der Plaques innerhalb der 
transfizierten 293T-Zellen wurde in Tabelle 24 dargestellt. 
 
Tab. 24: Relative Anzahl der Plaques in der 293T-Zellen [%], die mit den miRNA-  
    Expressionsplasmiden transfiziert wurden, sowie der entsprechenden Prozentzahl 
    der Plaques-Anzahl-Reduktion. 
  
 
Plasmid 
Relative 
Anzahl der 
Plaques[%] 
Reduktion der 
Plaques-
Anzahl [%] 
Plasmid 
Relative 
Anzahl der 
Plaques 
[%] 
Reduktion 
der Plaques-
Anzahl [%] 
p.K 100,0 +/
-
21,0 0,0 p.K 100,0+/
-
16,0 0,0 
pmiR-N4 68,0 +/
- 
9,0 0,0 pmiR-N10 5,0 +/
- 
5,0 95,0 
pmiR-N4(4) 73,0 +/
-
 8,0 18,0 pmiR-N10(4) 5,4 +/
-
 3,0 94,6 
pmiR-N4(8) 74,0 +/
-
 16,0 46,0 pmiR-N10(8) 1,2 +/
-
 1,0 98,8 
pmiR-neg 115,0 +/
-
 20,0 77,0 pmiR-neg 63 +/
-
 13,0 37,0 
n.K 0,0 +/
-
 0,0 0,0 n.K 0,0 +/
-
 0,0 0,0 
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Der Tabelle 24 und der Abbildungen 57 und 56 kann entnommen werden, dass die 
Exprssion der miRNA-N4s und miRNA-N10s zu einer Hemmung der Virus-Verbreitung in 
MV-infizierten 293T-Zellen führt. Die stärkste Reduktion wurde durch die Exprssion der 
miRNA-N10 erreicht.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
109           Diskussion 
5. Diskussion  
 
Im Jahr 1998 wurde der RNAi-Effekt das erste Mal im Modellsystem von Caenorhabditis 
elegans entdeckt (FIRE et al. 1998b). Die Injektion von langer dsRNA führte zu einem post-
transkriptionalen Abschalten des Gens der komplementären mRNA und damit zu Inhibition 
der Genexpression. Dies wurde anschließend auch in Drosophila und Pflanzen 
nachgewiesen (HAMILTON und BAULCOMBE 1999a). Im Gegensatz dazu führte die 
Einführung von langer dsRNA in Säugetieren aufgrund der Aktivierung von Proteinkinase R 
und Oligoadenylat-Synthetase zu einer zytotoxischen Immunantwort sowie zu einer 
gleichzeitigen Interferonproduktion. Diese initiierte den allgemeinen RNA-Abbau, eine 
Blockierung der Proteintranslation und anschließend die Apoptose der Zelle (STARK et al. 
1998). Durch die Verwendung kleinerer siRNA (21 -22 nt) konnte diese Immunreaktion 
vermieden werden, so dass auch sich hier der RNAi-Effekt zeigte (ELBASHIR et al. 2001c; 
TUSCHL und BORKHARDT 2002). In Säugetierzellen kommen kurzen dsRNAs in Form von 
miRNAs vor (AMBROS 2004a; BARTEL 2004b).  
Daher kann der RNAi-Effekt für verschiedene Zwecke eingesetzt werden. Zum einen kann 
das Abschalten von Genen dabei helfen ihre Funktion zu verstehen, zum anderen kann 
RNAi auch als Therapie gegen infektiöse oder onkogene Krankheiten genutzt werden. 
In der vorliegenden Arbeit wurden 21 - 22 nt lange miRNA-Sequenzen verwendet, um den 
RNAi-Effekt gegen das humanpathogene MV zu induzieren. Dabei wurden in MV infizierten 
Zellen (als Modellsystem für eine akute Masernvirusinfektion) verschiedene miRNA-
Expressionskassetten eingebracht, welche auf Sequenzen im H- und N-Gen des MV 
gerichtet sind. Es sollte untersucht werden, ob diese miRNAs die Translation und/oder die 
Replikation des Virus beeinflussen können, und welche dieser miRNA Sequenzen das 
größte Potential hat. Dafür wurden zwei verschiedene Sequenzen gegen das Masernvirus H-
Gen und sechs verschiedene Sequenzen gegen das N-Gen ausgewählt. Diese Sequenzen 
hatten bei vorherigen Arbeiten in dem Institut für Virologie an der Universität Leipzig die 
besten Ergebnisse gezeigt (C. FABIANE und D. EISENSCHMIDT, persönliche Mittelung), 
wobei die Expression der siRNAs unter Kontrolle des RNA-Polymerase III Promoters (H1) 
stand. Diese verschiedenen Sequenzen wurden in der vorliegenden Arbeit in ein System 
(pmiR) eingebracht, welches den RNA-Polymerase II Promoter (PCMV) (BOSHART et al. 
1985a; NELSON et al. 1987) und ein PolyA-Signal enthält, siehe (4.1). Die Verwendung des 
CMV-Promotors bietet mehrere Vorteile:  
- Er wird von der RNA-Polymerase II erkannt, was zu einer starken konstitutiven 
Expression der miRNA und des co-cistronic Reporter-Gens (wie z.B. EmGFP) führt. 
- Dieser Promoter ist in den meisten Säugetierzellen aktiv. 
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- Pol II Promotoren sind leichter kontrollierbar im Vergleich mit dem Pol III Promoter. 
Das hier verwendete Plasmid ermöglicht auch eine schnelle Methode zur Bestimmung der 
Transfektionseffizienz, da es einen kodierenden Bereich für EmGFP enthält, dessen 
Expression 48 h nach Transfektion im Fluoreszenzmikroskop erkennbar ist (siehe Abb. 25). 
Darüber hinaus wurde die Expression quantitativ am FACS-Gerät gemessen (siehe Abb. 26). 
Bei der Transfektion von 293T-Zellen sollte sowohl eine sehr hohe und reproduzierbare 
Transfektionseffizienz gewährleistet sein, als auch eine hohe Überlebensrate der Zellen nach 
der Transfektion, um möglichst hohe Zellzahl transfizieren zu können. Lipofectamin 2000 
zeigte als liposomales Transfektionsreagenz für ein bestimmtes Verhältnis der DNA-
Konzentration zur eingesetzten Menge an Lipofectamine2000 die höchste 
Transfektionseffizienz von 99,1%, (siehe Tabelle 12). 
Ein weiterer Vorteil des pmiR Systems ist die Möglichkeit mehrere pre-miRNA-Sequenzen in 
einer Kassette zu verketten (siehe 4.2), so dass mehrere miRNAs mit gleicher oder 
unterschiedlicher Sequenz in einem Transkriptionsschritt durch die RNA Pol II synthetisiert 
werden können, analog zu der Transkription der endogene in den eukaryotischen Zellen 
(LEE et al. 2004b). Dadurch wird eine hohe Zahl von miRNAs in den Zellen exprimiert, ohne 
dass die Molekülzahl der transferierenden Plasmide erhöht werden muss. Da die 
Transfektionseffizienz deutlich schlechter wird, wenn eine große Menge von DNA in die 
Zellen eingebracht wird, ist dies ein großer Vorteil (siehe Tabelle 12). Die Quantifizierung der 
miRNA-Expression zeigte, dass die Plasmide, welche vier Kopien der pre-miRNA-
Sequenzen enthalten, eine höhere miRNA-Expressionsrate als die eine Kopie enthaltenen 
Plasmide ermöglichen. Zu dem zeigte sich, dass die miRNA-Expressionsrate 72 h nach 
Transfektion wesentlich höher als 42 und 48 h nach Tranfektion war (Siehe Abb. 28). Da die 
239T-Zellen drei Tage nach Transfektion die maximale Dichte erreichten und sich danach 
ablösen, war die Quantifizierung zu späteren Zeitpunkten nicht möglich. Daher wurde der 
RNAi-Effekt in alle weiteren Versuchen 72 h nach Transfektion bestimmt. 
 
Die miRNAs müssen in die Zielzellen gelangen, um den RNAi-Effekt zu induzieren. Dies 
kann entweder durch direkte Transfektion von in vitro hergestellter miRNA oder durch 
Transfektion entsprechender Expressionskassetten für miRNA erfolgen. Zur intrazellulären 
Expression der miRNAs sollten in dieser Arbeit zwei verschiedene Wege ausgetestet 
werden. Zum einen besteht die Möglichkeit die miRNA von einer miRNA-
Expressionskassette (miR) zu exprimieren, welche als Teil eines Plasmides durch transiente 
Transfektion in die Zellen eingebracht wird. Zum anderen kann die miR mit Hilfe von 
verschiedenen viralen Vektoren (z.B. SIV, HIV, MoMLV und Adeno) in das Zielzellgenom 
integriert werden. Die Abb. 7 zeigt den Aufbau einer solchen miR. 
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Transiente Expression der miRNA 
Es wurde das o.g. System (pmiR) für die intrazelluläre Expression der miRNA etabliert. 
Dieses Plasmid enthält den CMV-Promoter, das EmGFP-Gen, die 3´/ 5´-miR flankierenden 
Regionen und ein PolyA-Signal in Form einer Leerkassette (miR). In diese Leerkassette 
mussten nur noch die synthetisierten pre-miRNA-Oligonukleotide eingefügt werden (siehe 
Abb. 17). So entstanden die funktionsfähigen pmiR Plasmide, die die Zielsequenzen in 
verschiedenen Konstruktionen und Kombinationen enthalten. Die Klonierungen der pmiRs 
wurde über PCR, Restriktionsverdau und Sequenzierung überprüft (siehe 4.1. und 4.2.). 
Als Modell wurde die akute MV-Infektion in der Zelllinie 293T durchgeführt, da die 293T-
Zellen eine hohe Transfizierbarkeit mit Lipofectamin 2000 zeigen. Die Transfektioneffizienz 
lag bei 99,1% (siehe Tabelle 12). 
Als Ziel für die RNAi sollte möglichst ein Genprodukt ausgewählt werden, das im Bereich der 
Transkription und Replikation eine wichtige Rolle spielt. Dies sind für das Masernvirus die 
Proteine N, P und L. Deren Gene bieten in der Theorie verschiedene Vor- und Nachteile. Bei 
der Transkription der viralen mRNA entsteht ein Gradient, welcher je nach Typ der Zelllinie, 
die infiziert wird, unterschiedlich sein kann. Dieser Gradient entspricht der Anordnung der 
Gene auf dem Genom, also 5´-N-P-M-F-H-L-3´. Die Menge der N-mRNA liegt dabei ca. 5 - 
250 Mal höher als der  L-mRNA vor. So stellt sich die Frage, ob es nicht einfacher ist, L-
mRNA durch RNAi zu zerstören, als z.B. N-mRNA, welche in größerer Menge vorliegt. Aber 
hier spielen auch funktionelle Aspekte eine wichtige Rolle. Das N-Protein organisiert und 
umschließt das MV-Genom, verpackt neu entstehende Genome und interagiert bei der 
Replikation mit dem Polymerase-Komplex. Das N-Protein ist wichtig für die Kontrolle der 
Umschaltung von Transkription zur Replikation. Ein weiterer Aspekt ist, dass erst eine 
bestimmte Menge von N-Protein synthetisiert werden muss, bevor eine Umschaltung der 
Transkription zur Replikation stattfindet (CATTANEO et al. 1987c; CALAIN und ROUX 
1993a). Das bedeutet, dass die Reduktion des N-Proteins durch RNAi, die Interaktion mit 
dem Polymerase Komplex stören sowie das Umschalten von Transkription zur Replikation 
verzögern oder unterbinden könnte. Betrachtet man den Transkriptions-Gradienten, so fällt 
auf, dass von allen viralen mRNAs am wenigsten L-mRNA produziert wird. Das lässt darauf 
schließen, dass MV während der Transkription/Replikation generell nur sehr wenig L-Protein 
benötigt. Wenn die eingesetzte miRNA gegen L-spezifische-mRNA also nicht zu 100% 
effektiv ist, könnte ein Restbestand des L-Proteins zur Transkription/Replikation ausreichen. 
Die Reduktion der Expression von N-Protein des MV konnte auf mRNA-Ebene mittels qRT-
PCR gezeigt werden. Dazu wurde die RNA 72 Stunden nach Transfektion bzw. 48 Stunden 
nach MV-Infektion isoliert und in cDNA umgeschrieben. Es wurde zuerst untersucht, welche 
Sequenz dieser miRNAs die stärkste Reduktion der spezifischen viralen mRNA ergab. Die 
  
 
112           Diskussion 
transiente Expression der sechs verschiedenen miRNAs gegen das MV-N-Protein führte in 
jedem Fall zu einer Reduktion der viralen N-spezifischen mRNA, dies jedoch mit 
unterschiedlicher Effizienz. Die stärkste Reduktion von N-spezifischer mRNA wurde durch 
die Expression der miRNA-N10 erreicht. Dagegen zeigte die miRNA-N4 die schwächste 
Reduktion (siehe Abb. 42). Um einen Vergleich zwischen dem Effekt der verschiedenen 
Sequenzen zu ermöglichen, wurde mit diesen zwei Sequenzen weitergearbeitet. Der 
unterschiedliche Effekt zwischen miRNA-N10 und miRNA-N4 liegt vermutlich an dem Design 
der miRNAs. Es wurde während der Durchführung dieser Arbeit neben den in der Arbeit von 
Elbashir et al (2001) aufgestellten Kriterien neue Kriterien für das Design einer siRNA bzw. 
miRNA entwickelt. Diese Kriterien betreffen neue wichtige Parameter, die für eine 
funktionierende siRNA bzw. miRNA erfüllt sein sollten. Es wurde gezeigt, dass die 
thermodynamischen Eigenschaften eine wichtige Rolle für den RNAi-Effekt spielen. Der 
siRNA- bzw miRNA-Strang, der das thermodynamisch schwächere 3´-Ende aufweist, wird in 
den Proteinkomplex RISC inkorporiert (UI-TEI und SAIGO 2004a; REYNOLDS et al. 2004a). 
Die miRNA-N10 wurde nach diesen Kriterien entworfen, während die miRNA-N4 diese 
Kritieren nicht entspricht, da diese Sequenz vor der Etablierung dieser Kriterien konstruiert 
wurde. 
Die Anzahl der exprimierten miRNAs in der Zelle wurde durch die Transfektion von 
Plasmiden, die mehrere Kopien der gleichen pre-miRNA-Oligonukleotide-Sequenz (zwei, vier 
und acht) enthalten, erhöht (siehe Abb. 28). Diese zeigten eine verbesserte Reduktion der 
viralen H- bzw. N-spezifischen mRNA (siehe Abb. 44, 45 und 46). Die Reduktion von MV-N-
spezifischer mRNA konnte durch die miRNA-N4 von 48% auf 75% erhöht werden, für die 
miRNA-N10 ergab sich eine Erhöhung von 89% zu 99,8% (siehe Tabelle 15 und 19). Die 
Expression von miRNA-N10(8) zeigte auch wie erwartet nicht nur eine Reduktion von MV-N-
spezifischer mRNA sondern auch eine Reduktion der anderen MV-spezifischen mRNAs (P, 
M, F, H, und L) (siehe Abb. 50). Die Reduktion der MV-N-spezifischen mRNA betrug 99,8% 
und die Reduktion aller anderen MV-spezifischen mRNAs schwankte zwischen 98% und 
99% (siehe Tabelle 19). 
Für einen weiteren Beweis dieser Beobachtungen wurden Plaque-Assays mit Überständen 
der transfizierten und infizierten Zellen durchgeführt, um die Anzahl der neuen gebildeten 
infektiösen Viruspartikel zu bestimmen. Die Reduktion der neu gebildeten infektiösen MV-
Partikel durch die Transfektion mit den pmiRs legt den Schluss nahe, dass auch eine 
Reduktion der MV-spezifischen mRNA stattgefunden hat und damit eine Störung bzw. 
Hemmung der Translation des Proteins.  
Die daraus ermittelten Reduktionen waren bei der Nutzung von miRNA-N10 am stärksten 
ausgeprägt. Die Expression der miRNA-N10 in der Zelle führte zu einer Reduktion der neu 
gebildeten infektiösen MV-Partikel um 99,92 %. Bei der miRNA-N4 kam es zu Reduktionen 
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bis 46 %. Die Reduktion steigt mit der Kopienzahl der pre-miRNA-Oligonukleotid-Sequenzen 
des transfizierten Plasmids (siehe Tab. 20). 
Die transiente Expression der beiden miRNAs gegen MV-H-Protein führte zu einer Reduktion 
der viralen H-spezifischen mRNA. Beide Sequenzen (miRNA-H2 und miRNA-H4) zeigten die 
gleiche Reduktionsrate von H-spezifischer mRNA (siehe Abb. 43). Die MV-H-spezifische 
mRNA konnte durch die Expression von miRNA-H2 in transfizierten Zellen um bis zu 88,4 % 
verringert werden. Durch die steigende Kopienzahl konnte keine entscheidende Erhöhung 
der Reduktion der MV-H-spezifischen mRNA erreicht werden. Das liegt vermutlich an den 
Virus-Selektionsdruck. RNA-Viren wie das MV weisen häufig Mutationen auf, da die 
Replikation durch die RNA-abhängige RNA Polymerase erfolgt, welche keine proofreading-
Aktivität besitzt. Dadurch weist sie eine Fehlerquote von einem falsch eingebauten Nukleotid 
pro 103 bis 104 Nukleotiden auf, was zu einer hohen Variabilität des Virusgenoms führt. 
Deshalb sind innerhalb einer Population von RNA-Viren viele in ihrer Sequenz minimal 
unterschiedliche Viren vorhanden, man spricht von einer sogenannten Quasi-Spezies. Rima 
et. al. (1997) und Woelk et. al. (2002) ermittelten, dass MV-Sequenzen sowohl während 
einer akuten als auch in einer persistierenden Infektion eine Mutationsrate von ca. 4 x 10-4 
Substitutionen/Nukliotid/Jahr zeigen. Aufgrund dieser hohen Variabilität des MV-Genoms 
wurde bei der Auswahl der miRNA-Zielsequenzen beachtet, dass sie in möglichst 
konservierten Bereichen des H- bzw. N-Gens liegen, da eine Mutation in der Zielsequenzen 
den RNAi-Effekt stark vermindern bis aufheben könnte. Dies liegt daran, dass der RNAi 
Mechanismus sequenzspezifisch ist. Wenn die Mutationen in der Seed-Region der miRNA-
Ziel-Sequenz auftritt, könnte eine Mutation zu einem kompletten Abschalten des RNAi-
Effektes führen (ELBASHIR et al. 2001b). Es wurde bei Versuchen zur RNAi mit Viren 
gezeigt, dass Viren aufgrund des Selektionsdrucks, den die eingesetzte siRNA ausübt, 
Mutationen in ihrem Genom zeigen, was zu einer Reduktion des RNAi-Effektes führt (z.B. 
HIV 1 und Poliovirus) (DAS et al. 2004; GITLIN et al. 2005). 
Die Expression von miRNA-H2(8) brachte im Gegensatz zur miRNA-N10(8) nur eine 
Reduktion von H-spezifischer mRNA, jedoch zeigte sich kein Effekt auf die Expression der 
anderen fünf MV-spezifischen mRNAs (N, P, M, F und L) (siehe Abb. 49). Es wurde die 
Expression von MV-H-mRNA um 91,2% reduziert, während die Expression der anderen 
viralen mRNAs kaum beeinträchtigt wurde (die Reduktion schwankte zwischen 0% und 
17%). Die Plaque-Assays mit Überständen der transfizierten und infizierten Zellen zeigte 
auch die Reduktion der neu gebildeten infektiösen MV-Partikel von 93% bis 97,6%. Diese 
Reduktion steigt mit der Kopienzahl der pre-miRNA-Oligonukleotid-Sequenzen des 
transfizierten Plasmids. Die Reduktion liegt daran, dass das H-Protein für die 
Wechselwirkung mit den zellulären Rezeptoren und zusammen mit dem F-Protein für den 
Viruseintritt in die Wirtszellen verantwortlich ist. Die miRNA-Zielsequenz ist an der Stelle 
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lokalisiert, welche für die Rezeptorbindung von MV relevant sind, sowie von Hu et al. 
gefunden Glykosilierungsstellen. Wenn es in vitro zur Reduktion oder zum Verlust von H-
Protein durch RNAi-Mechanismen kommt, kann die Bindung an die Wirtszellen und der 
damit initiierte Fusionsprozess nicht mehr erfolgen, sodass das Virus an der Verbreitung 
gehindert wird.  
Durch die Verwendung verschiedener miRNAs, welche ein oder mehrere Gene als Ziel 
haben, kann der RNAi-Effekt verstärkt werden. Dies wird durch die Verwendung des pmiR 
Systems erleichtert. Indem Kombinationen von verschiedenen miRNA-Sequenzen gegen N 
und/oder H Protein verwendet werden, könnte bei der antivirale Therapie den Virus-
Selektionsdruck (Viral escape) möglichst zu vermeiden. Daher wurde versucht, durch die 
Expression von verschiedenen miRNA Sequenzen gegen mehrere virale Proteine eine 
bessere Reduktion von MV-spezifischer mRNA zu erreichen. Die Tabelle 15, 16 und 17  
zeigen, dass die Kombination von Sequenzen gegen die Gene von MV-N und MV-H die 
Reduktion der MV-N-mRNA um 12% und die Reduktion der MV-H-mRNA 7% verbessert 
wird.  
Eine Kombination von miRNA-Sequenzen gegen virale Proteine und zelluläre Proteine um 
den RNAi-Effekt zu verstärken, wäre ebenfalls denkbar. Es wurde bereit gezeigt, dass der 
Einsatz von siRNA gegen zelluläre Proteine (Rab9) bei einer MV-Infektion die Bildung neuer 
Viruspartikel inhibieren kann (MURRAY et al. 2005a).    
Es ist bekannt, dass MV sich über Neuron-Neuron Kontakte verbreiten kann. Dies wurde in 
Studien mit Ratten sowie in differenzierten menschlichen NT2 Neuronenzellkulturen bestätigt 
(MCQUAID et al. 1998; LAWRENCE et al. 2000; LUDLOW et al. 2005). In nicht-neuronalen 
Zellen verbreitet das MV sich entweder durch die extrazelluläre Virusfreisetzung oder durch 
Zell-Zell-Fusion. Daher wurde untersucht, wie stark sich der RNAi-Effekt auf die Virus-
Ausbreitung durch Zell-Zell-Fusion auswirkt. Die miRNA-behandelten Zellen wurden dafür 
direkt nach der MV-Infektion mit einem Agarose-Overlay überschichtet. Die reduzierte 
Menge an entstehenden Plaques in miRNA-behandelten Zellkulturen zeigte die Hemmung 
der Virus-Vermehrung durch den Einsatz der miRNAs gegen die MV Gensequenzen. Durch 
die Expression von miRNA-H2 konnte die Virus-Ausbreitung in Zellkultur um bis zu 80 % 
verringert werden. Jedoch konnte durch steigende Kopienzahl der exprimierten miRNA keine 
weitere Reduzierung der Plaques-Anzahl erreicht werden (siehe Tabelle 23). Es wurde 
vermutet, dass der basolateral exprimierte F/H-Komplex die Zell-Zell-Fusion fördert (MOLL et 
al. 2004).  
Die Expression der miRNA-N4 und miRNA-N10 führte zu einer Hemmung der Virus-
Ausbreitung in MV-infizierten Zellen. Die stärkste Reduktion wurde auch hier durch die 
Exprssion der miRNA-N10 bis zu 98,8% erreicht (siehe Tabelle 24). Hier zeigt sich, dass die 
Inhibition der viralen Proteinsynthese durch den RNAi-Mechanismus auch die Verbreitung 
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der MV-Infektion durch Zell-Zell-Fusion behindern kann. Dies zeigt sich durch die verringerte 
Bildung von Plaques bzw. Syncytien in miRNA-behandelten Zelllinien. 
Beim Einsatz der miRNA-neg (scramble) war eine Reduktion der neu gebildeten infektiösen 
MV-Partikel um ca. 70% zu bemerken, obwohl miRNA-neg keine Effekte auf die Werte der 
sechs MV-spezifischen mRNAs gezeigt hatte. Es stellt sich hier die Frage, wodurch die 
Reduktion der neu gebildeten infektiösen MV-Partikel hervorgerufen wurde. Es ist bekannt, 
dass Lipofectamin 2000 durch die Fusion mit der Zellmembran die Eigenschaften der 
Membran verändern kann (HUG und SLEIGHT 1991b; CAMPBELL et al. 2001). Diese 
Veränderung beeinflusst wahrscheinlich die Entwicklung des Virus besonders bei der 
Virusfreisetzung und bei dem Viruseintritt in die Zielzelle. Um sicher zu gehen, dass das 
Lipofectamin 2000 keine negativen Effekte auf den viralen Replikationszyklus hat, wurde ein 
Ansatz nur mit Lipofectamin 2000 ohne DNA durchgeführt. Dieser Ansatz zeigte, dass 
Lipofectamin 2000 keine negativen Effekte auf den Virus-Zyklus in der Zelle hat. Vermutlich 
wurde durch die miRNA-neg ein zelluläres Protein, welches für die Virus-Freisetzung wichtig 
ist, gezielt angegriffen, da die miRNA-neg keine Reduktion auf MV-spezifischer mRNA-
Ebene zeigte (siehe Abb. 50 und 51). Auch die Virus-Ausbreitung wurde nicht beeinträchtigt 
(siehe Abb. 55, 56 und 57). Die miRNA-neg Sequenz wurde vor ihre Synthese von Invitrogen 
nur gegen das Human- bzw. Maus-Genom und nicht gegen die viralen Genome getestet, 
daher könnte es auch sein, dass die miRNA-neg an eine Stelle des MV-Genoms bindet, 
welche keine viralen Proteine kodiert. 
Transduktion und stabile Expression der miRNA 
Da die Transfektion der miRNA-Expressionsplasmide nur zu einer transienten Expression 
der miRNAs in den Zellen führt, und sich neuronale Zellen, die unser Ziel am Ende sein 
sollte, sehr schlecht transfizieren lassen, wurden retroviralen Vektoren verwendet um eine 
stabile miRNA-Expression in der Zelle zu erreichen. Die miRNA-Expressionskassette wird 
durch die retrovirale Integrase in das Genom der Zelle integriert (DEVROE und SILVER 
2004). Dies ermöglicht eine langfristige miRNA-Expression in neuronalen Zellen, da die 
integrierte miRNA-Expressionskassette bei der Zellteilung weitergegeben wird (NALDINI et 
al. 1996). Die Pseudotypisierung der verwendeten Viruspartikel ist auch möglich (BURNS et 
al. 1993b; CRONIN et al. 2005), sodass diese entweder an einen ubiquitär vorkommenden 
VSV-G Proteinrezeptor oder nur an virusspezifische Rezeptoren binden können.   
Die in dieser Arbeit verwendeten Vektorsysteme basieren auf dem Simian Immundefizienz 
Virus (SIV), dem Humanen Immundefizienz Virus (HIV) und dem Moloney Murine Leukämie 
Virus (MoMLV) (siehe Abb. 30). Die verschiedenen miRNA-Expressionskassetten wurden 
komplett aus den entsprechende Expressionsplasmiden (pmiRs) in die Shuttle-Vektoren 
pVGBlast∆Bh (SIV), pGJ3-Puro (HIV), und pRVH1-Puro (MoMLV) übernommen. Der Erfolg 
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der Klonierung wurde jeweils mit Hilfe von Kolonie-PCR Restriktionsverdau und 
Sequenzierung kontrolliert (siehe 4.6.1). 
Für die Produktion der rekombinanten MoMLV-Partikeln wurden zwei Zelllinien, die 293T- 
und die Phoenix-Zellen für die Kotransfektion benutzt. Für die Produktion der rekombinanten 
SIV / HIV-Partikeln wurde nur die 293T- Zelllinie verwendet (siehe Tab. 14). Mit den 
entsprechenden Hilfsplasmiden (Tab.14), zu denen neben den Shuttle-Vektoren zwei 
Verpackungsplasmide, welche für die Strukturgene gag und pol sowie für das Hüllprotein 
VSV-G codieren. Phoenix-Zellen haben hier den Vorteil, dass sie die Gene gag und pol des 
MoMLV konstitutive exprimieren, sodass nur die zusätzliche Transfektion von einem 
Expressionsplasmid für das VSV-G Protein für die Virusproduktion erforderlich war. Daher 
konnte die DNA-Menge des Shuttle-Vektors im Vergleich zu den 293T-Zellen verdoppelt 
werden (siehe Tab. 8). Somit bieten Phoenix-Zellen die Möglichkeit einer besseren 
Transfektionseffizienz und damit auch der Produktion höherer Titer infektiöser Partikel.      
Die Kotransfektion erfolgte mittels PEI. Durch die Expression von EmGFP, das sich in der 
miRNA-Expressionskassette bzw. im Shuttle-Plasmide befindet, konnte die 
Transfektionseffizienz überprüft werden. Die Begutachtung erfolgte 48 Stunden nach der 
Transfektion im dem Fluoreszenzmikroskop (siehe Abb. 39). Es zeigte sich, dass die 
Transfektion mittels PEI mit Werten von 75-80 % erfolgreich war. Zudem konnte beobachtet 
werden, dass die Transfektionseffizienz des Vektors pRVH1-Puro-miRs in den Phoenix-
Zellen um ungefähr 10 % höher lag als in genauso behandelten 293T-Zellen. Dieser 
Unterschied ist nicht überraschend, schließlich wurde in Phoenix-Zellen die doppelte Menge 
an Shuttle-Vektor pRVH1-Puro-miR eingesetzt (siehe Tab. 8). Auch wenn hier von 
Transfektionseffizienz gesprochen wird, muss beachtet werden, dass die Expression des 
EmGFPs in den Dual-pre-miRNA-Expressionskassetten schwächer als in Einzel-pre-miRNA-
Expressionskassetten war. Die Transfektionseffizienz der Verpackungsplasmide konnte nicht 
ermittelt werden, da sie kein Reportergen enthalten. 
Durch Proteinsequenzen des vesikulären Stomatitisvirusproteins G (VSV-G) wurde der 
Bereich des env-Gens von rekombinanten viralen Partikeln ersetzt (BURNS et al. 1993a). 
Dadurch sind die produzierten viralen Partikel in der Lage, eine Vielzahl von Zellen zu 
infizieren, da sie keine spezielle Proteinrezeptoren benötigten, sondern über eine 
Phospholipidkomponente mit der Zellmembran der Wirtszelle in Kontakt 
treten.(MASTROMARINO et al. 1987; MOCHIZUKI et al. 1998). 
Die Transduktionen wurden mit den MoMLV-miR / SIV-miR und HIV-miR Überständen und 
Polybrene durchgeführt. Polybrene verstärkt die Anheftung der Viruspartikel an die Zelle und 
ihre Aufnahme in die Zelle (ABE et al. 1998b). Durch die Selektion mit Puromycin sollten 
anschließend homogen miRNA-exprimierende Zelllinien erhalten werden. 48 Stunden nach 
Transduktion wurden die transduzierten Zellen im Fluoreszenzmikroskop analysiert. Es 
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zeigten sich keine grün-leuchtenden Zellen, so dass die Transduktionseffizienz 0% betrug. 
Bei der Selektion mittels Puromycin wurde das Ergebnis bestätigt, da keine einzige Zelle die 
Selektion überlebte, und damit der Bildung einer stabilen miRNA-exprimierenden Zelllinie 
nicht zur Verfügung stand. Dieses Zellsterben war unabhängig von der Art der Viruspartikel 
während der Transduktion. Dieser Misserfolg kann daran liegen, dass die miRNA-
Expressionskassette ein PolyA-Signal enthält. Diese Polyadenylierungssequenz  enthält das 
sechs Nukleotide lange Signal AATAAA, in dem sich die Bindungsstelle für den cleavage 
point specifity factor (CPSF) befindet (MONTELL et al. 1983; PROUDFOOT 1991). Der 
CPSF führt bei der Transkription zu einer Spaltung der naszierenden mRNA, die dann 
anschließend mit einem PolyA-Schwanz versehen wird. Daher kann ein PolyA-Signal 
innerhalb der genomischen RNA zu einem Abbrechen der Transkription an dieser Stelle 
führen, wodurch das virale RNA-Genom nicht in voller Länge transkribiert werden kann. Als 
Lösung sollte die Klonierung der miRNA-Expressionskassette in shuttle Plasmide ohne 
PolyA-Signal durchgeführt werden, was in der vorliegenden Arbeit aus Zeitgründen nicht 
mehr möglich war.    
Der Einsatz der miRNA als antivirale Therapie  
In dieser Arbeit wurde der Mechanismus der RNAi verwendet um in Zellkultur die Replikation 
von MV zu inhibieren. Dieser Mechanismus könnte in Zukunft auch zu therapeutischen 
Zwecken gegen SSPE verwendet werden, wie im Falle von HIV-1 und RSV Infektionen 
sowie es für andere Krankheiten bereits versucht wurde (Tab. 25). Daher sollte untersucht 
werden, welches Potential diese Technik in vivo hat. Es stellt sich hier die Frage, wie die 
miRNA an den Zielort kommen könnte, wie sie wirkt und wie lange sie stabil sein kann. Der 
RNAi-Effekt kann in eukaryotischen Zellen drei bis sieben Tagen andauern (ELBASHIR et al. 
2001a; MURRAY et al. 2005b). Im Gegensatz dazu wurde gezeigt, dass in primären 
Neuronenkulturen von Säugetieren der Effekt bis zu drei Wochen angehalten hat (OMI et al. 
2004a). Da die primären Neuronenkulturen nicht länger als drei Wochen kultivierbar sind, ist 
es noch nicht bekannt, wie lange dieser Effekt in Neuronen maximal anhält. Diese lange 
Stabilität des RNAi-Effekts legt den Gedanken nahe, dass RNAi für Neuronen therapeutisch 
einsetzbar ist. 
Dabei ist die direkte Injektion von siRNA bzw. miRNA am Zielort eine Möglichkeit. In 
verschiedenen Arbeiten wurde gezeigt, dass die siRNA erfolgreich in verschiedene Organe 
wie Auge, Lunge und ZNS eingebracht werden konnte (REICH et al. 2003; OMI et al. 2004b; 
LI und FOLKESSON 2006; KUMAR et al. 2006a; ZAMORA et al. 2010b). Zum Beispiel 
konnte durch nasal applizierte siRNA in Mäusen das Respiratory Syncytial Virus (RSV) an 
der Replikation gehindert werden (BITKO et al. 2005a). Zwei Punkte waren in dieser Arbeit 
besonders interessant: Zum einen aktivierte die injizierte siRNA weder eine IFN-α noch eine 
IFN-ß Antwort in vivo, was für die Wirksamkeit der eingesetzte siRNA spricht. Zum anderen 
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zeigte die siRNA einen starken Inhibitionseffekt auf die virale Infektion, wenn sie ohne 
Transfektionsreagenz injiziert wurde. Solche Applikationen könnten aber auch 
Nebenwirkungen für die Anwendungen bei Patienten aufweisen. Daher sollte die Applikation 
dann über konventionelle und klinisch erprobte Wege durchgeführt werden können. In einer 
anderen Arbeit wurde in Menschen gezeigt, dass siRNA gegen RSV keinen nachweisbare 
Nebenwirkungen aufweist (ZAMORA et al. 2010a). 
Wenn aber die siRNA bzw. miRNA systemisch wirken soll (wie in HBV), sind lokale 
Injektionen keine Lösung. Bestimmte Kriterien müssen in diesem Fall eingehalten werden. 
Um eine möglichst hohe Bioverfügbarkeit zu erreichen spielen die Stabilität der siRNA bzw. 
miRNA und ihre Fähigkeit in die Zellen aufgenommen zu werden, wichtige Rolle. Die Firma 
Alnylam hat erste Untersuchungen dazu durchgeführt. Es wurde die dssiRNA chemisch 
verändert und zwar in der Form, dass am 3´Ende des (+) Strangs Cholesterol angefügt 
wurde (chol-siRNA). Diese modifizierte siRNA zeigte in Versuchen keine Einschränkung der 
Wirkung der siRNA, sondern verbesserte die pharmakologischen Eigenschaften. Die chol-
siRNA bindet an humanes Serumalbumin (HSA), was die unmodifizierte siRNA nicht tut. 
Dies könnte der Grund sein, warum chol-siRNA erheblich stabiler als unmodifizierte siRNA 
ist. Durch die Bindung von chol-siRNA mit HSA wird die siRNA vor dem Abbau durch Exo- 
und Endonukleasen geschützt, welche im Blut vorhanden sind. In Untersuchungen wurde 
gezeigt, dass die Halbzeit für chol-siRNA im Plasma bei 95 Minute liegt, während der Wert 
für unmodifizierte siRNA im Plasma bei sechs Minuten liegt. Chol-siRNA wurde auch sehr 
gut vom Körpergewebe aufgenommen. Sie konnte 24h nach Injektion im Herz, den Nieren 
und der Lunge nachgewiesen werden. Demgegenüber konnte unmodifizierte siRNA zu 
dieser Zeitpunkt in keinem dieser Organe nachgewiesen werden (SOUTSCHEK et al. 2004). 
Die Behandlung neurologischer Krankheiten ist komplizierter, da die Blut-Hirn-Schranke 
häufig die Penetration von Medikamenten aus dem Blut ins Gehirn verhindert. Zur 
Überwindung dieses Hindernisses wurde ein 29 Aminosäuren langes Peptid aus dem 
Tollwut-Virus-Glykoprotein mit einer Arginin-Nonamer Sequenz an eine siRNA gekoppelt 
(KUMAR et al. 2007). Dieses Peptid bindet an dem Acetylcholin-Rezeptor der neuronalen 
Zellen. In vivo wurde gezeigt, dass diese intravenös injizierte siRNA in Gehirnzellen eindrang 
und die Mäuse vor einer Infektion mit dem japanisches-Enzephalitis-Virus schützte. Andere 
Firmen (Allergan, Calando, Silence Therapeutics und Pfizer) haben viele unterschiedliche 
Systeme etabliert um die Stabilität der siRNA und ihre Aufnahme in das Gewebe zu 
verbessern. Solche Arbeiten zeigen, dass siRNA bzw. miRNA in vivo gut als therapeutisches 
Agens eingesetzt werden kann und dass die Weiterentwicklung chemisch modifizierter 
siRNA und miRNA zu wirksamen Produkten führt.  
Die shRNA-Expressionskassette bietet eine andere Möglichkeit um miRNA bzw. siRNA in 
die Zielzellen zu bringen. Die Expression erfolgt hier mit Hilfe der RNA-Polymerase II oder III, 
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wobei die Sequenzen entweder durch Plasmide oder virale Vektoren in den Zellen exprimiert 
werden können. Die Verwendung von Plasmiden ist für eine in vivo Applikation ungeeignet, 
da die Plasmide durch ihre Größe im Vergleich zu den kleinen siRNAs bzw. miRNAs 
schlechter in die Zielzellen transfiziert werden können. Um diesen Schwachpunkt zu 
vermeiden, können virale Vektoren benutzt werden, welche aufgrund ihres Zelltropismus 
zielgerichtet eingesetzt werden können. Dafür wurden bisher vor allem zwei Systeme 
verwendet: Adenovirale Vektoren und lentivirale Vektoren (GRIMM et al. 2005; BAHI et al. 
2005; MORRIS und ROSSI 2006; CROWTHER et al. 2008; NIELSEN et al. 2009; 
MANJUNATH et al. 2009). Adenovirale Vektoren ermöglichen aber nur eine transiente 
Expression der shRNA, da das Virusgenom nicht in das Genom der Wirtszelle integrieren 
kann. Auch können diese nur einmal verabreicht werden, da das Immunsystem nach der 
ersten Injektion der Viruspartikel spezifische Antikörper bildet, so dass bei einer zweiten 
Virus-Gabe die Partikeln durch die Antikörper zum größten Teil neutralisiert werden und so 
kaum noch wirken können. Im Gegensatz dazu ermöglichen lentivirale Vektoren langzeitig 
eine stabile Expression der shRNA in der Wirtszelle, da sie in das Genom des Wirts integriert 
werden. Dies ist bei der antiviralen Therapie vorteilhaft, da eine transiente shRNA 
Expression in der Regel nicht ausreichend ist, um die Virus-Vermehrung und die virale 
Ausbreitung effektiv zu verhindern. Nicht nur im Bezug auf RNAi wird dieses System 
verwendet: Es wird auch bereits zur Therapie von Gendefekten eingesetzt. Deswegen 
konnte mit dieser Technik bereits viel Erfahrung gesammelt werden. Der Nachteil dieses 
Systems ist, dass einige Patienten Allergien gegen Proteine des viralen Vektors entwickeln, 
welche zu einem tödlichen Schock führen können. Bei anderen Patienten war die 
Gentherapie erfolgreich, aber das Virus zerstörte bei der Integration in das Genom Gene 
oder regulatorische Elemente. Dadurch kam es zur Entstehung einer Krebserkrankung bei 
einigen Patienten. Dabei können die viralen Vektoren eine Form der Applikation für RNAi 
sein, sie besitzen aber auch ein gewisses Risikopotential.  
Es wurden in der Arbeitsgruppe von U.G. Liebert sowie J. Schneider-Schaulies Tiermodelle 
in der Rat / Maus etabliert, welches als Nager-Modell der SSPE dienten (LIEBERT und TER, 
V 1987a; LIEBERT und TER, V 1987b; SCHUBERT et al. 2006). Ein anderes Modell-Tier ist 
YAC-CD46 Rag 1 -/- transgene Maus (RALL et al. 1997; LAWRENCE et al. 1999; 
OLDSTONE et al. 1999), welche durch die Infektion mit MV (Edmonston-Stamm) die SSPE 
Krankheit bei den Menschen modellhaft darstellen konnte. Dieses Modell erfüllt die 
folgenden Kriterien: 
- Es zeigte eine progressive schwere ZNS-Krankheit mit MV-Replikation in Neuronen. 
- MV war im ZNS defekt, und konnte durch Kokultivierung in permissiven Zellkulturen 
isoliert werden. 
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- Die Analyse des MV-Genoms ergab viele Mutationen vor allem in den M-Gen mit der 
Änderung von A zu G (U zu C). 
- Es wurden klassische SSPE-Ähnlich-Strukturen durch elektronenmikroskopische 
Untersuchung von infizierten Neuronen nachgewiesen. 
- Der erhöhte Antikörperspiegel gegen MV wurde von einer geringen Infiltration von B 
und T Zellen in der ZNS begleitet (OLDSTONE et al. 2005; TISHON et al. 2006).  
In Zukunft könnte mit solchem Modell untersucht werden, ob die miRNA, die sich gegen N- 
und / oder H-mRNA richtet, eine Ausbildung der persistierenden Infektion verhindern kann 
und ob sie nach einer Infektion zur Therapie benutzt werden kann. Es sollte auch untersucht 
werden, ob die viralen Vektoren, welche die miRNA-Expressionskassette enthalten, für diese 
Anwendung geeignet sind. 
 
Table 25:  Aktuelle klinische Versuche für RNAi Therapie 
Krankheit Applikation Status Firma 
HIV Direkt Phase I / II 
Benitec 
City of Hope 
Respiratory Syncytial Virus 
(RSV) lokal/direkt Phase II Alnylam 
Hepatitis B Virus (HBV) Systemisch Phase I Nucleonics 
Alter-Macula degeneration 
(AMD) Lokal Phase II Allergan 
Leberkrebs (HCC und andere) Systemisch Phase I Alnylam 
Solide Tumore 
systemisch/ 
lokal 
Phase I 
Calando 
Silence Therapeutics AG 
akute Niereninsuffizienz Systemisch Phase I 
Quark 
Pharmaceuticals 
Pfizer 
Diabetisches Makulaödem Topical Phase II 
Silence 
Quark/ 
Pfizer 
Metastasierendes Melanom lokal/direkt Phase I Duke University 
Pachyonychia congenita Topical Phase I a/b Transderm 
hoher Cholesterinspiegel Systemisch Phase I 
Tekmira 
Pharmaceuticals 
Corporation 
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6. Zusammenfassung 
 
 
Die subakute sklerosierende Panenzephalitis (SSPE), eine durch das Masernvirus 
(MV) verursachte sogenannte „ slow virus “ Infektion des zentralen Nervensystems, 
ist eine progrediente chronische Erkrankung, die unverzüglich zum Tod führt und 
bisher medikamentös nicht heilbar ist. Da die RNA-Interferenz-Strategien (RNAi) 
grundsätzlich zur Inhibition von Viren in Säugetierzellen geeignet sind, stellt die RNAi 
eine theoretische Möglichkeit dar, die Infektion auf molekularer Ebene anzugreifen. 
In der vorliegenden Arbeit wurden 21 - 22 nt lange microRNA-Sequenzen (miRNA) 
verwendet, um den RNAi-Effekt gegen das MV zu induzieren. Als Modellsystem einer 
akuten MV-Infektion sollen die humanen Nierenepithelzellen der Zelllinie 293T 
dienen, die akut mit MV infiziert werden. Dabei wurden verschiedene miRNA-
Expressionskassetten, welche gegen zwei Sequenzen im MV-Hämagglutinin-Gen 
und sechs Sequenzen im MV-Nukleokapsid-Gen gerichtet sind, konstruiert und in MV 
infizierten Zellen eingebracht. Diese ausgewählten Sequenzen liegen vor allem in 
konservierten Regionen des N- bzw. H-Gens des MV. Der Aufbau der 
Expressionskassette ermöglicht die Verkettung von mehreren pre-miRNA Sequenzen 
hintereinander in einem Vektor. Dadurch können mehrere miRNAs mit gleicher oder 
unterschiedlicher Sequenz in einem Transkriptionsschritt synthetisiert werden was zu 
einer hohen Expressionsrate der miRNA führt und den RNAi-Effekt verstärkt. Diese 
miRNA-Expressionskassetten wurden auf zwei verschiedenen Wegen in die Zellen 
eingebracht: Zum einem wurden sie über ein miRNA-Expressionsplasmid (pmiR), 
welches in die Zellen transfiziert wird, transient exprimiert; zum anderen wurden sie 
durch virale Vektoren (HIV, SIV und MoMLV) stabil in die Zellen transduziert. Dies 
ermöglicht die Integration der miRNA-Expressionskassette in das Genom der Zelle 
und dadurch die Expression der miRNAs für einige Wochen. 
In erster Linie zielt die Wirkung der RNA-Interferenz auf die Degradierung der 
spezifischen MV-mRNAs. Diese Degradierung konnte mit Hilfe der quantitative 
Reverse Transkription real time-PCR (qRT-PCR) nachgewiesen werden. Die 
transiente Expression der verschiedenen miRNAs gegen das MV-N-Gen bzw. MV-H-
Gen führte in jedem Fall zu einer Reduktion der viralen genspezifischen mRNAs, dies 
jedoch mit unterschiedlicher Effizienz. Die Anzahl der exprimierten miRNAs in der 
Zelle wurde durch die Transfektion von Plasmiden, die mehrere (bis zu acht) Kopien 
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der gleichen pre-miRNA-Oligonukleotid-Sequenz enthalten, erhöht. Diese zeigten 
eine verbesserte Reduktion der viralen H- bzw. N-spezifischen mRNA. 
Da das N-Protein eine Komponente des virales Polymerasekomplexes darstellt, 
zeigte die Expression von miRNA-N10 (gegen MV-N-Gen gerichtet) wie erwartet 
nicht nur eine Reduktion von MV-N-spezifischer mRNA sondern auch eine Reduktion 
der anderen MV-spezifischen mRNAs (P, M, F, H, und L). Die Reduktion der MV-N-
spezifischen mRNA betrug 99,8 % und die Reduktion aller anderen MV-spezifischen 
mRNAs schwankte zwischen 98 % und 99 %.  
Im Gegensatz zur miRNA-N10 brachte die Expression von miRNA-H2 (gegen MV-H-
Gen gerichtet) nur eine Reduktion von H-spezifischer mRNA, während die 
Expression der anderen fünf MV-spezifischen mRNAs (N, P, M, F und L) kaum 
beeinträchtigt wurde.  
Die Kombination von Sequenzen gegen das MV-N-Gen und das MV-H-Gen erhöhte 
die Reduktion der MV-spezifischen-mRNAs. 
Die Wirkung der RNA-Interferenz zielt am Ende auf die Reduktion der neu gebildeten 
infektiösen Viruspartikel und ihrer Verbreitung in der Zellkultur, welche die 
spezifische miRNA gegen MV-N oder MV-H exprimiert. Dieser Effekt konnte nur 
durch Plaque-Assay überprüft werden. Die Plaque-Assays, die mit den Überständen 
der miRNA-behandelten Zelllinien durchgeführt wurden, zeigten ebenfalls eine 
Reduktion der neu gebildeten infektiösen MV-Partikeln von 97,6 % für die miRNA 
gegen das MV-H-Gen und 99,0 % für die miRNA gegen das MV-N-Gen. Die 
Reduktion stieg mit höherer Kopienzahl der pre-miRNA-Oligonukleotid-Sequenzen 
des transfizierten Plasmids. 
Die intrazelluläre Expression der miRNAs führte zu einer Hemmung der Virus-
Ausbreitung in MV-infizierten Zellen. Die Reduktion betrug hier durch die Expression 
der miRNA-N10 98,8 % und durch die Expression der miRNA-H2 80,0 %. Hier zeigte 
sich, dass die Inhibition der viralen Proteinsynthese durch den RNAi-Mechanismus 
auch die Verbreitung der MV-Infektion durch Zell-Zell-Fusion behindern kann. Dies 
zeigte sich durch die verringerte Bildung von Plaques bzw. Syncytien in miRNA-
behandelten Zelllinien. 
Die vorliegende Arbeit zeigte, dass RNAi effektive gegen MV-Infektion in Zellkultur 
eingesetzt werden kann. Als nächster Schritt sollte daher dieser RNAi-Effekt im 
etablierten Tiermodell ausgetestet werden. 
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7. Abbkürzungsverzeichnis 
 
A    Adenin 
Abb.     Abbildung 
Ag    Antigen 
AK    Antikörper 
Amp    Ampicillin 
AMV    Avian Myeloblatosis Virus 
APME    Akute postinfektiöse Masernenzephalitis 
as    antisense 
bp    Basenpaar 
bzw.    beziehungsweise 
BSA    Bovines Serum Albumin  
C    Cytosin 
°C    Grad Celsius 
ca.    Circa 
cDNA     complementary desoxyribonucleic acid 
cm²    Quadratzentimeter 
CMV    Cytomegalievirus 
CMVp    immediately early Promoter CMV 
DEPC    Diethylpyrocarbonat 
dest.    destilliert 
d.h.    Das heißt    
DMEM    Dulbeccos Modified Eagle Medium 
DMSO    Dimethylsulfoxid 
DNA    Desoxyribonucleic acid  
dNTP    desoxygeniertes Nukleotid-Triphosphat 
ds    doppelsträngig 
E. coli    Escherischia coli 
EDTA    Ethylendiamintetraessigsäure 
env    envelope, Hülle 
evtl.    eventuell 
F    Fusions-Protein 
FACS    Durchflußzytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting) 
FKS    fetales Kälberserum 
FP    Fluoreszenzprotein 
G    Guanin 
GFP    grünfluoreszierendes Protein 
h     Stunde 
H    Hämagglutinin 
HIV    Humanes Immundefizienzvirus 
HPLC    High Performance Liquid Chromatography  
Ig    Immunglobulin 
Kana    Kanamycin 
kb    Kilobasen 
L    Large-Protein (Polymerase) 
l    Liter 
M    Mol 
MAk    Monoklonale Antikörper 
MCS    Multiple Cloning Site  
MEM    Minimum Essential Medium 
miR    miRNA Expressionskassette 
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µg    Mikrogramm 
mg    Milligramm 
MIBE    Measles Inclusion Body Encephalitis 
min    Minute(n) 
miRNA   micro RNA 
miR    miRNA-Expressionskassette 
µl    Mikroliter 
ml    Milliliter 
mM    Millimol 
MOI    Multiplicity of Infection  
MoMLV   Moloney Murines Leukämievirus 
M    Matrixprotein 
MV    Masernvirus 
mRNA    Messenger RNA 
N    Nukleokapsid-Protein 
nm    Nanometer 
nt    Nukleotid 
OD    Optische Dichte 
ORF    Open Reading Frame  
P    Phosphat-Protein 
PBS    Phosphate Buffered Solution  
PCR    Polymerase-Chain-Reaction  
PFA    Paraformaldehyd 
pfu    Plaque-Forming Unit  
p.i.    post infection 
pol    Polymerase 
p.t.    post transfection 
RFP    rot fluoreszierendes Protein 
RISC    RNA induced silencing complex 
RNA    Ribonucleic Acid  
RT    Raumtemperatur (bei Temperaturangaben) 
RT    Reverse Transkription  
rt    real-time 
SEC    siRNA Expression Cassette 
shRNA   short hairpin RNA 
siRNA     silencing inducing RNA 
SIV    Simianes Immundefizienzvirus 
SP6    Phage SP6 
SP6p    SP6 RNA-Polymerase Promoter 
ss    single stranded  
SSPE    subakute sklerotisierende Panenzephalitits 
T    Thymin 
T7    Phage T7 
Tab.    Tabelle 
TAE    Tris Aceton EDTA 
Tris    Trihydroxymethan 
U    Units 
UV    ultraviolet 
z.B.     zum Beispiel 
ZNS    Zentral Nervensystem 
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               Infektion bzw. 7 Tage nach Transfektion der miRNA-Expressionsplasmide  
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14. Anhang 
 
 
14.1. Plasmidkarten 
 
pmiR  
 
          
pmiRIV
5759 bp
EmGFP
5' miR FR
5' overhang
5' overhang
3' FR
miR IV
Blasticidin
Spectinomycin
TK
SV40 PolyA S
attB1
EmGFP PBS
attB2
miRNA RSP
pmiR sense
pmiR antisense
CMV
EM7
Spectinomycin
f1 ori
SV40 ori
pUC
BamHI (1488)
BglII (1626)
SalI (1478)
XhoI (1639)
 
pmiR-neg  
              
pmiR neg
5759 bp
neg control
CMV
emGFP
Blasticidin
Spectinomycin
SV40 Poly A
TK
mir sense
pmir antisense
EM7
Promotor Spec
pUC
SV40 ori
f1 ori
BamHI (1488)
BglII (1626)
SalI (1478)
XhoI (1639)
 
 
 
pmiR 
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pVGBlast∆bh 
 
            
pVGBlasdbh Claire
8289 bp
tat1
rev2
GFP-Blasticidin
delta env
LTR
LTR
Differenz, die nicht in pVigdbH zu finden ist
Kol-PCR sense
Kol-PCR pVigBh as
MLV-Promotor
ClaI (2)
       
 
pGJ3-Puro 
 
 
pGJ3-Puro- Souhaib(von Mario)
12736 bp
rev2
Esp3I Erkennungssequenz
pGJ3-Esp3I-revard
pGJ3-Esp3I-forward neu
5' LTR R und U5
Zeo res
Amp-res-Gen
Puro ori
CMV rev
kol-PCR-pRVH1-as
T7 Primer
SP6 primer
CMV immediate-early enhancer/Promoter region
cmv IE Promoter
T7 Promoter
SP6 promoter
SV40 ori
BGH pA Terminator
gag
Pol
Delta ENV
Delta 3' LTR
PSI für SinRep
3'-T overhang
BstBI (8326)
EcoRI (5027)
EcoRI (7118)
EcoRI (7136)
EcoRI (8322)
HindIII (910)
HindIII (1464)
HindIII (2091)
HindIII (5632)
HindIII (6303)
HindIII (7069)
HindIII (8620)
 
 
  
 
pRVH1-Puro 
 
          pGJ3-Puro 
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prvh1-puro
6438 bp
packaging Signal
5`LTR
3`LTR
CMV rev
CMV rev
Kol-PCR-pRVH1-s
Kol-PCR-pRVH1-as
CMV IE Promotor
H1 PromotorSV40ori
PUROr
Amp r
BstBI
 
 
 
 
pHIT-G 
 
 
 
pHIT-G
3955 bp
VSVG Sequenced gene
Intron
CMV+1s-Primer
SV40pAda-Primer
SV40 pAd
CMVie
mRNA start site
 
 
 
 
 
 
 
pbAc 
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pbA c
4219 bp
Amp(R)
Kan(R)
bAc sense
bAc antisense
beta Aktin 237 s
beta Aktin 237 as
Kan promoter
lac promoter
SP6 promoter
T7 promoter
lac repressor binding site f1 origin
pUC origin
 
 
 
